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Durch Enzyme bewirkte asymmetrische Synthesen. 
III. Mitteilung. 


Von 
L. Rosenthaler. 


(Mitteilung aus dem pharmazeutischen Institut der Universitat 
StraBburg i. E.) 


(Eingegangen am 12. April 1910.) 


o- und 6-Emulsin. 


Durch die bisher mitgeteilten Beobachtungen und SchluBfolge- 
rungen’) konnte bereits die Tatsache als gesichert gelten, daB der- 
jenige Bestandteil des Emulsins, der Amygdalin in Benzaldehyd, 
Blausaure und Glucose spaltet (6-Emulsin), nicht identisch ist mit 
demjenigen, der die asymmetrische Gestaltung der Nitril-Synthese 
herbeifiihrt (c-Emulsin). Es war wiederholt gelungen, Praparate zu 
erhalten, die noch spalteten, aber nicht mehr synthetisierten; 
andererseits verliert eine Emulsinlésung, die man unter be- 
stimmten, friiher mitgeteilten Bedingungen erhitzt, die Fahig- 
keit, Amygdalin zu spalten, wahrend es noch médglich ist, mit 
ihr d-Benzaldehydcyanhydrin zu erhalten. Indessen fehlte es 
immer noch an einem glatten Verfahren zur Gewinnung des 
o-Emulsins. Die Auffindung eines solchen war aber schon des- 
wegen sehr erwiinscht, als man hoffen darf, mit einem vom 
6-Anteil freien o-Emulsin manche Synthesen auszufiihren, die 
auf anderem Wege nicht so leicht oder gar nicht erreichbar sind. 

Es wurde deshalb noch eine Anzahl von Versuchen ange- 
stellt, um, wenn méglich, neue und ihre Trennung ermég- 
lichende Unterschiede der beiden Emulsinbestandteile aufzufinden. 

1. Theoretisch bot sich zunachst folgender Weg: Da bei 
der Einwirkung des o-Emulsins auf Benzaldehyd und Blau- 


1) Diese Zeitschr. 14, 238, 1908 und 17, 257, 1909. 
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2 L. Rosenthaler: 


siure anscheinend ein Verbrauch des o-Emulsins stattfindet, so 
schien es moglich, durch fortgesetzte Einwirkung neuer Mengen 
Benzaldehyd und Blauséure schlieBlich das o-Emulsin zu ver- 
brauchen und das 6-Emulsin iibrig zu behalten. Der Versuch 
verlief negativ. Als endlich die synthetisierende Wirkung des 
Emulsins erschépft war, war auch die spaltende Wirkung ver- 
schwunden, sei es weil das d-Emulsin durch die fortgesetzte 
Einwirkung von Benzaldehyd und Blausaure zerstért wird, sei 
es weil es durch die gleichzeitig stattfindende Spaltung des 
d-Benzaldehydcyanhydrins ebenfalls verbraucht wird. 

2. Lange Einwirkung des Lichtes (7. August bis 8. Sep- 
tember) zerstért beide Emulsinanteile (1°/,ige Emulsinlésung), 
ohne daB die Zersetzungsgeschwindigkeit der beiden Enzyme 
wesentlich verschieden ware. 

3. Gegen Faulnis sind beide Enzyme verhiltnismaBig bestin- 
dig. In einer bereits stark verfaulten, 14 Tage alten Lésung 
war weder das o- noch das 6-Emulsin zerstért. 

4. Durch die Chamberland-Kerze gehen beide Enzyme 
hindurch. 

5. Dialyse tritt bei beiden allmahlich ein. Verwendet wurden 
die Dialysierhiilsen von Schleicher und Schill, Diren. 

6. Wasserstoffperoxyd zerstért o- und d-Emulsin. Zunachst 
wird allerdings das Peroxyd selbst zersetzt. Gibt man aber 
von letzterem so viel hinzu, daB es nach mehrtagigem Stehen 
noch nachzuweisen ist, und zerstért dann den UberschuB durch 
vorsichtigen, unter Kiihlung erfolgenden Zusatz von Ferrosulfat, 
so tritt keine der beiden Emulsinwirkungen mehr ein. 

7. Mit Chlornatrium war weder bei Halb- noch bei Ganz- 
sattigung eine Trennung zu erzielen. 

8. Die Einwirkung von Formaldehyd, die bereits in der 
zweiten Mitteilung behandelt war, wurde nochmals untersucht. 
Damals war festgestellt worden, da8 kleine Mengen Formaldehyd 
dem o-Emulsin verhaltnismaBig wenig schaden, wenn, wie er- 
ganzend bemerkt sei, der Zusatz von Benzaldehyd und Blausaure 
upmittelbar nach dem des Formaldehyds erfolgt. Etwas groBere 
Mengen von Formaldehyd zerstéren indes die Wirkungen beider En- 
zyme. Setzt man zu einer Lésung von 0,6 g Emulsinin 55 g Wasser 
und 5g der offizinellen Formaldehydlésung, so sind schon nach 5 Mi- 
nuten beide Enzyme bis auf minimale Reste unwirksam gemacht. 
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9. Die Lésung von 2g Phenylhydrazinhydrochlorid und 
3g Natriumacetat in 20g Wasser erzeugt in Emulsinlésung 
einen Niederschlag. Entfernt man das in kleinem Uberschu8 
zugesetzte Phenylhydrazin durch Benzaldehyd, so zeigt das 
Filtrat sowohl die o- als die 6-Wirkung. 

10. Mercuriacetat gibt ebenfalls eine Fallung. Das Filtrat 
spaltet nicht und synthetisiert nicht. 

11. Dreitagige Einwirkung von 10 ccm gesiattigter Lésung 
von arseniger Séure auf eine Lésung von 0,6 g Emulsin in 50 g 
Wasser zerstért keines der beiden Enzyme. 

12. Gegeniiber adsorbierenden Mitteln, wie sie Michaelis 
und Ehrenreich’) zur Adsorptionsanalyse verwenden, ver- 
halten sich beide Emulsinbestandteile in derselben Weise. Beide 
werden durch Tonerde und dialysiertes Eisen adsorbiert; sie 
werden nicht adsorbiert durch Kaolin und kolloidales Schwefel- 
arsen. Beide Enzyme haben somit den Charakter saurer Sub- 
stanzen. 

13. Kupferhydroxyd (frisch gefallt und bis zum Verschwinden 
der alkalischen Reaktion ausgewaschen) adsorbiert (oder bindet) 
beide Enzyme nahezu quantitativ. Der Versuch mit Kupfer- 
hydroxyd war aus folgender Erwagung heraus angestellt. Labt 
man Kupfersulfat auf Emulsinlésung einwirken, so enthalt das 
Filtrat nur 6-Emulsin, wie bereits friiher berichtet. Dabei ist 
jedoch eine Saéurewirkung nicht auszuschlieBen, teils deshalb, 
weil Kupfersulfat selbst sauer reagiert, teils deshalb, weil bei 
einer Bindung von Kupfer an EiweiB mit einem Freiwerden 
von Schwefelsiure zu rechnen ist. Fiir die Beurteilung der 
Natur der Enzyme schien es von Interesse, festzustellen, ob 
sie in der Tat an Metalle gebunden werden kénnen. Wenn 
indes auch, wie oben angegeben, eine Bindung durch Kupfer- 
hydroxyd erfolgt, so ist doch die Frage offen gelassen, welcher 
Art diese Bindung ist. Die unter 12. wiedergegebenen Beob- 
achtungen sprechen allerdings dafiir, dab es sich um eine 
chemische Bindung handelt. 

14. Die im vorhergehenden Absatz mitgeteilte Erwagung 
lie8 es weiter notwendig erscheinen, die Einwirkung von Sauren 
auf Emulsin genauer zu untersuchen, als es bisher geschehen 
war. Die Untersuchung ergab folgendes: Durch Saéuren werden 


3) Diese Zeitachr. 10, 283, 1908. 
1* 
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beide Enzyme rasch unwirksam. Auch Essigsiéure schadet. Zur 
Gewinnung méglichst wirksamer Emulsinpraiparate ist deshalb 
der Zusatz von Essigséure, wie er in manchen Vorschriften 
sich findet, besser zu unterlassen. Wenn kleine Mengen von 
Sauren, wie z. B. in dem Versuch der zweiten Mitteilung 8. 260 
verhaltnismaBig wenig schaden, so ist dies hauptsichlich auf 
die Schutzwirkung zuriickzufiihren, welche die in Begleitung der 
Enzyme vorkommenden EiweiBstoffe betatigen (vgl. dariiber 
die folgende Mitteilung). Wichtig ist, daB, wenigstens in den 
von mir untersuchten Emulsinpraparaten, die Geschwindig- 
keit, mit der das 6-Emulsin durch Saéure inaktiviert 
wird, gréBer ist als die Inaktivierungsgeschwindigkeit 
des o-Emulsins. Dadurch wurde es erméglicht, durch 
geeignete Behandlung mit Saure das 6-Emulsin zu in- 
aktivieren, wahrend noch ein erheblicher Teil des 
o-Emulsins unverandert blieb. 

LaBt man auf eine Lésung von 1 g Schuchardtschem 
Emulsin in 20g Wasser 40 ccm %/,,-Schwefelsiure 5 Minuten 
einwirken und neutralisiert nach dieser Zeit mit 40 ccm "/,,- 
Kalilauge, dann zersetzt die Hialfte der so erhaltenen Filiissig- 
keit innerhalb 27/, Stunden kein Amygdalin, wahrend mit Benz- 
aldehyd und Blauséure noch ein aktives Nitril erzielt wird. 
Die daraus durch Verseifung mit rauchender Salzsaure erhaltene 
Mandelsiure drehte 5,16° nach links. Da dieselbe Emulsin- 
menge ohne die Behandlung mit Saure eine Mandelsiure mit 
der Drehung 14,12° lieferte, so erhellt daraus, daB durch die 
geschilderte Behandlung mit Saure immerhin etwa zwei Drittel 
des o-Emulsins zerstért werden. Die Inaktivierung des 6-Emul- 
sins erfolgt aber durch dieselbe Behandlungsweise vollstandig 
oder wenigstens bis auf minimale Spuren. Denn selbst nach 
18stiindiger Einwirkung von 50g der obigen Fliissigkeit auf 
2g Amygdalin (bei 25°) war nur so viel Blauséure entstanden, 
da8 eben Spuren von Berlinerblau nachzuweisen waren. 

Will man nach der oben beschriebenen Weise das o-Emulsin 
in festem Zustande gewinnen, so nimmt man statt der °/,,- 
Flissigkeiten die entsprechenden Mengen Normalfliissigkeiten 
und fallt mit Weingeist. 

Neutralisiert man bereits nach 4 Minuten, so erhalt man 
ein an o-Emulsin reicheres Priparat, das auch noch als prak- 
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tisch frei von 6-Emulsin betrachtet werden kann. Langere 
Einwirkung der Saure zerstért allmahlich auch das o-Emulsin. 
Neutralisierte man erst nach 15 Minuten, so betrug die Drehung 
der erhaltenen Mandelsaiure nur noch 0,55°. Die durch Saure- 
zusatz bewirkte Anderung') in dem Zustande der beiden En- 
zyme ist, wie diese Versuche zeigen, eine irreversible. Der ur- 
spriingliche Zustand kann auch dadurch nicht wieder hergestellt 
werden, daB man nach der Neutralisation mit Alkali einen 
UberschuB von letzterem zugibt und ihn nach 5 Minuten wieder 
mit Saure beseitigt. 

Der naheliegende Gedanke, da8 es durch Einwirkung von 
Alkali méglich sei, auf analoge Weise das 6-Emulsin zu ge- 
winnen, hat sich nicht verwirklichen lassen. 

Ausdriicklich sei noch darauf aufmerksam gemacht, daB die 
oben gegebene Vorschrift zur Gewinnung eines vom 6-Anteil freien 
o-Emulsins nicht in solcher Weise allgemein sein will, da8 ihre 
genaue Befolgung bei allen Emulsinpraparaten die bestmégliche 
Ausbeute sichert. Diese wird sowohl von dem Gehalte an o- und 
6-Emulsin, als auch von der Menge der vorhandenen schiitzenden 
EiweiSstoffe abhingen. Will man in Befolgung des oben be- 
schriebenen Verfahrens o-Emulsin herstellen, so muB man, wie 
ich es auch tun muBte, erst die Saéuremenge und ganz beson- 
ders die Zeit ausprobieren, die eben hinreicht, um das vor- 
handene 6-Emulsin zu zerstéren.*?) Immerhin werden die oben 
angegebenen Daten geeignet sein, einen ersten Anhaltspunkt zu 
liefern. Vielleicht ist es auch nicht vdéllig ausgeschlossen, daB 
in einem an o-Emulsin besonders armen Praparat dieses zuerst 
durch die Saure zerstért wird. 

Mit der in dieser Arbeit beschriebenen Gewinnung des 
o-Emulsins kann der letzte Zweifel an der Existenz des o- und 


1) Durch den Zusatz der Siure tritt in der Emulsinlésung eine 
Fallung ein, die durch den nachfolgenden Zusatz von Alkali nicht wieder 
vollstindig gelést wird. 

2) Zur Entscheidung dariiber, ob die letzten Spuren 6-Emulsin 
zersetzt sind, wende man nach der Einwirkung auf Amygdalin die 
Berlinerblau- und nicht die Rhodanreaktion an, weil Emulsinpraparate 
selbst eine schwache, der Rhodanreaktion ahnliche oder mit ihr iden- 
tische Erscheinung zeigen. Wodurch diese verursacht wird, mag gelegent- 
lich naéher untersucht werden. Es erscheint nicht vdéllig ausgeschlossen, 
daB ein Bestandteil des Emulsins eine Blausaéureverbindung ist. 
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6-Emulsins als beseitigt gelten. Damit ist auch (wohl zum 
erstenmal) in einem Falle mit aller Sicherheit nachgewiesen, 
da8 die von einem und demselben Enzympriparat ausgeiibten 
entgegengesetzten Wirkungen durch zwei voneinander verschie- 
dene, wenn vielleicht auch nahe verwandte K6rper verursacht 
werden. Die beiden Wirkungen, um die es sich hier zunachst 
handelt, sind der Auf- und Abbau des d-Benzaldehydcyan- 
hydrins. (Vgl. dazu die zweitfolgende Mitteilung.) Da das 
6-Emulsin auBerdem imstande ist, die Zuckerkomplexe des 
Amygdalins abzuspalten, so ist es nicht ausgeschlossen, daB das 
o-Emulsin die Fahigkeit besitzt, eine Anlagerung von Glucose 
an d-Benzaldehydcyanhydrin herbeizufiihren. Versuche hieriiber 
sind im Gange. 

Meine auf die Isolierung des o- und 6-Emulsins gerichteten 
Bemiihungen sind hiermit zu einem gewissen AbschluB gelangt. 
Es seien deshalb im folgenden kurz die bisher ermittelten Eigen- 
schaften der beiden Substanzen zusammengestellt, vermége deren 
sie sich isolieren lassen. 

1. Durch laingeres Erhitzen auf Temperaturen von 40 bis 
45° wird das 6-Emulsin zuerst inaktiviert; ein Teil des o-Emul- 
sins bleibt erhalten. 

2. Durch geeignete Behandlung mit Saéuren und nachfolgende 
Neutralisation mit Aikali wird ebenfalls das 6-Emulsin unter 
Erhaltung eines Teiles des o-Emulsins inaktiviert. 

3. Die bei Fallungen mit Kupfersulfat, bei Ganzsattigung 
mit Magnesiumsulfat, bei Halbsittigung mit Ammoniumsulfat 
zu erhaltenden Filtrate enthalten nur 6-Emulsin. 
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Zur Spaltung racemischer Cyanhydrine durch Emulsin. 
Von 


L. Rosenthaler. 


(Mitteilung aus dem pharmazeutischen Institut der Universitat 
StraBburg i. E.) 


(Eingegangen am 12. April 1910.) 


In meiner ersten Mitteilung') iiber durch Enzyme bewirkte 
asymmetrische Synthesen wurde iiber die Tatsache berichtet, 
daB die optische Aktivitét eines Gemisches von d- und r- 
Benzaldehydcyanhydrin, das man durch Einwirkung von Emulsin 
auf Blausiure und Benzaldehyd erhalt, allmahlich unter dem 
Einflu8 des Emulsins zuriickgeht, und spater wurde gezeigt,*) 
da8 man diese Abnahme durch einen Zerfall des d-Benzaldehyd- 
cyanhydrins in seine Komponenten zu erkliren hat. Man 
konnte daraus den Schlu8 ziehen, es miisse méglich sein, zum 
1-Benzaldehydcyanhydrin zu gelangen, wenn man das r-Nitril 
mit Emulsin behandle und da8 man ganz allgemein auf diesem 
Wege die optischen Antipoden derjenigen K6rper erhalten 
miisse, die man durch die unter dem EjinfluB des Emulsins 
sich vollziehende Synthese gewinnen kann. Herrn K. Feist*) 
ist es in der Tat gelungen, diese Spaltung durchzufiihren, in- 
dem er den Kunstgriff gebrauchte, einen Luftstrom durch das 
Gemisch zu leiten. Ich habe schon friiher darauf hingewiesen, 
da8 der Zerfall des d-Benzaldehydcyanhydrins eine spezifische 
Wirkung des 6-Emulsins ist. Es wurde dies jetzt von neuem 
dadurch bewiesen, da8 r-Benzaldehydcyanhydrin nach der 


Feistschen Methode mit der nur d6-Emulsin enthaltenden 


1) Diese Zeitschr. 14, 246, 1908. 
2) Diese Zeitschr. 17, 261, 1909. 
3) Arch. d. Pharmazie 247, 226, 1909 und 248, 101, 1910. 
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Fliissigkeit behandelt wurde, die man erhalt, wenn man eine 
Emulsinlésung halb mit Ammonsulfat sittigt. Es entstand so 
1-Benzaldehydcyanhydrin, das in d-Mandelsdure iibergefihrt 
werden konnte. 

Allgemein wird sich die Darstellung optisch-aktiver Kérper 
durch Spaltung der r-Nitrile mit Emulsin dann am giinstigsten 
gestalten, wenn man beide Spaltungsprodukte entfernt. Eine 
merkliche Aufspaltung muB8 aber auch schon auftreten, wenn 
eines der beiden Spaltungsprodukte beseitigt wird, z. B. wenn 
man, wie ein von mir ausgefiihrter Versuch zeigt, ohne Luft 
durchzuleiten, Nickelformiat hinzusetzt und dadurch die 
frei werdende Blausiure bindet; doch wird dann durch die frei 
werdende Saéure das Enzym geschidigt, und die Aufspaltung 
ist keine sehr erhebliche. Eine weitere Behandlung dieses 
Gegenstandes liegt nicht in meiner Absicht. 





EiweiB als Schutzmittel fir Enzyme. 


Von 


L. Rosenthaler. 


(Mitteilung aus dem pharmazeutischen Institut der Universitat 
StraBburg i. E.) 


(Eingegangen am 12. April 1910.) 


Die iblichen Methoden zur Darstellung von Enzymen 
liefern zunaichst ein Gemenge von Enzymen und EiweiBstoffen. 
Dieser Umstand ist es bekanntlich, der die Reindarstellung 
der Enzyme so sehr erschwert und in vielen Fallen es ver- 
hindert zu entscheiden, ob die Enzyme selbst den Charakter 
von EiweiBstoffen besitzen. Die Eiweifstoffe werden deshalb 
in der Regel als unerwiinschte Begleitstoffe der Enzyme an- 
gesehen. Demgegeniiber schien es mir von Interesse, die Frage 
zu priifen, ob nicht das gemeinsame Vorkommen von Enzymen 
und EiweiBstoffen eine biochemische Bedeutung besitze. Diese 
konnte nur darin gesucht werden, daB den Eiweifstoffen die 
Funktion zukomme, die Enzyme gegen die schadigende Wirkung 
bestimmter Agenzien zu schiitzen. Erwagt man, welche 
Agenzien in dieser Hinsicht im pflanzlichen und tierischen 
Organismus in Betracht kommen, so ist in erster Linie an H- 
und OH-Ionen zu denken. Daneben wire fiir das Pflanzen- 
reich vielleicht noch an andere Stoffe zu denken, wie z. B. 
Gerbséure oder Formaldehyd. Erstere wird aber sehr haufig 
in besonderen idioblastischen Elementen untergebracht, und der 
Formaldehyd tritt, wenn er iiberhaupt als regelmaBiger Pflanzen- 
bestandteil auch nur voriibergehend vorkommt, doch sicher 
nur in minimaler Menge auf. Ich habe mich deshalb damit 
begniigt, das Verhalten einiger Enzyme gegen Sauren und 
Alkalien mit und ohne Anwesenheit von EiweiB zu priifen. 
Da Ejiwei8 amphoteren Charakter besitzt, so war von vorn- 
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herein zu erwarten, daB es sowohl gegen Siéure als Alkali 
schiitzen wiirde. Die Versuche haben diese Annahme in vollem 
MaBe bestiatigt. Eine zum Teil weitgehende Schutzwirkung 
wurde in allen untersuchten Fallen, d. h. bei o- und 6-Emulsin, 
bei Diastase und Invertin festgestellt. Dabei ist zu bedenken, 
daB die angewandten Mengenverhialtnisse der reagierenden Sub- 
stanzen vollig willkiirlich gewahlt sind; es ist deshalb sehr 
wohl méglich, daB der Schutz, den die EiweiBstoffe den 
Enzymen im Organismus selbst verleihen, ein noch weiter- 
gehender ist. 

Wenn es somit ein leichtes ist, nachzuweisen, daB Eiwei8 
auBerhalb des Organismus die Enzyme gegen H- und OH-Ionen 
zu schiitzen vermag, so ware daraus noch nicht auf eine 
analoge biochemische Bedeutung zu schlieBen, wenn es nicht 
sicher wire, daB die Enzyme auch im Organismus von EiweiB- 
stoffen begleitet sind. Daran ist aber weder fiir den pflanz- 
lichen noch fiir den tierischen Organismus zu zweifeln. Fiir 
das Pflanzenreich laBt sich insbesondere zeigen, daB diejenigen 
Zellen, die man als Enzymzellen anspricht, besonders reich an 
Eiwei8stoffen sind. Die Reaktionen, die man zum Nachweis 
derartiger Zellen verwendet hat, sind deshalb in der Regel 
nichts anderes als EiweiB-Reaktionen. So sind die Zellen der 
Cruciferen-Samen, die Heinricher wegen ihrer starken Millon- 
schen Reaktion als EiweiSschlauche beschrieben hatte, nach 
Guignard mit den Myrosinzellen identisch.‘) Auch die 
Emulsinzellen der Mandeln wies Guignard mit Hilfe der 
Millonschen Reaktion nach.*?) Die Kleberschicht der Grami- 
neen-Samen, die nach Haberlandt*) zu den Verdauungsdriisen 
gehért und wahrend der Keimung Diastase sezerniert, ist reich 
an EiweiBstoffen. Die Vanillin-Salzsiure-Reaktion endlich, die 
M. Winckel als Reagens auf Enzyme und Enzymzellen heran- 
zog,*) ist, wie ich friiher gezeigt habe,°) nichts anderes als 
eine Reaktion auf Eiwei8 (und Tryptophan). Die aus allen 
diesen Angaben mit Sicherheit hervorgehende Tatsache, da8 


1) Vgl. F. Czapek, Biochemie der Pflanzen 2, 233. 
2) Ebenda, S. 255. 

3) Physiologische Pflanzenanatomie, 3. Aufl., S. 444. 
4) Apotheker-Zeitung 1905, 209. 

5) Ebenda, 1907, 678. 
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Eiwei8 in den Enzymzellen in auBergewoéhnlich hohem MaBe 
angehauft ist, rechtfertigt den oben aus den experimentellen 
Ergebnissen gezogenen Schlu8 auf die biochemische Bedeutung 
der EiweiSstoffe. Diese sind mindestens imstande, die Enzyme 
eine Zeitlang gegen die schidigenden Wirkungen von H- und 
OH-Ionen zu schiitzen. 


Experimentelles. 
I. 6-Emulsin. 


Zu den Versuchen wurden je 0,5 g Mercksches Emulsin 
und die jeweils angegebenen Amygdalinmengen verwendet, 
auBerdem bei den Versuchen mit EiweiB je 1 g Eieralbumin. 
Die Gesamtfliissigkeit betrug immer 150 ccm. Hatte das 
Emulsin 2'/, Stunden bei 25° eingewirkt, so wurde es durch 
Zusatz von 10 ccm ®/,-Kalilauge abgetétet und diese dann nach 
10 Minuten durch 10 ccm %/,-Schwefelsiure neutralisiert. Die 
darauf abdestillierte Blausiure wurde mit ®/,,-Silbernitrat nach 
Dénigés titriert. 

a) Blinder Versuch mit 8 g Amygdalin: 65,8 ccm ®/,,-AgNO,. 

b) 10 ccm Emulsinlésung mit 20 ccm "/,,-H,SO, versetzt, 
nach 2 Minuten Neutralisation mit ebensoviel "/,,-KOH: Das 
Amygdalin (8 g) wird nicht zersetzt. 

c) Wie b, aber Zusatz von 1 g Eiwei8 vor dem der 
Saure: 34 ccm ®/,,-AgNO,. 

d) Zum Emulsin zuerst 20 ccm ®/,,-KOH, nach 10 Minuten 
ebensoviel ®/,,-H,SO,, dann 2 g Amygdalin: 1,3 com 9/,,-AgNO,. 

e) Wie d, aber mit vorherigem Zusatz von Eiwei8: 7 ccm 
*/,0-AgNO,,. 

II. o-Emulsin. 

Die Versuche wurden mit 5,3 g Benzaldehyd, 0,54 g Blau- 
siure und 0,5 g Emulsin genau so ausgefiihrt, wie friiher’) ge- 
schildert. Da bei einem Teil der Versuche nur _ geringe 
Drehungen zu erwarten waren (das Mercksche Emulsin ist 
arm an o-Emulsin), so wurde das erhaltene d-Benzaldehyd- 
cyanhydrin jeweils in die betrachtlich starker drehende 1-Mandel- 
siure iibergefiihrt. Zu diesem Zwecke wurde, um immer gleich- 
maBige Verhiltnisse zu haben, die Chloroformlésung des Nitrils 


1) Diese Zeitschr. 17, 258, 1909. 
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mit 50 g rauchender Salzséure versetzt. Nach 1 stiindiger Ein- 
wirkung wurde abdestilliert und zur Trockne verdampft. Die 
jeweils angegebene Drehung bedeutet die Gesamtdrehung der auf 
diese Weise erhaltenen, mit Wasser aufgenommenen Mandelsaure. 

a) Blinder Versuch a= — 4,28. 

b) Zu der Lésung von 0,5 g Emulsin in 10 com Wasser 
erst 20 ccm ®/,,-H,SO,, nach 2 Minuten ebensoviel "/,,-KOH: 
a = — 1,57. 

c) Dasselbe, aber vor dem Zusatz der Saiure Zusatz von 
1 g EiweiB: a = — 4,26. 

d) Zu der Emulsinlésung erst 20 ccm %/,,-KOH, dann 
nach 10 Minuten Neutralisation: a —=— 0,8. 

e) Wie d, aber mit vorherigem Zusatz von 1 g EiweiB: 
a==— 5,62. Die Drehung ist hier auffallenderweise gréBer 
als im Versuche a. Doch ist die angewandte Methode nicht 
genau genug, als da8 sich daraus besondere Schliisse ziehen 
lieBen. 

III. Diastase. 

Angewandt: 2 g Weizenstérke mit so viel Wasser ver- 
kleistert, da8 die Gesamtfliissigkeit 110 ccm betrug und 0,1 g 
Wittesche Diastase. Nach Istiindiger Einwirkung bei 25° 
wurde in 20 ccm der Fliissigkeit der entstandene Zucker nach 
Allihn bestimmt. Das Kupferoxydul wurde zur Wagung in 
Kupferoxyd iibergefiihrt. 

a) Blinder Versuch. 2 g Starke und 0,1 g Diastase zu 
110 ccm: 0,2237 g CuO. 

b) Die Lésung von 0,1 ccm Diastase in 10 com Wasser 
wird mit 10 ccm %/,,-H,SO, versetzt; Neutralisation nach 
10 Minuten. Es werden nur Spuren von Kupferoxydul gebildet. 

c) Dasselbe, mit Zusatz von 1 g EiweiB vor dem Zusatz 
der Saure: 0,1558 g CuO. 

d) Wie b, doch erst Alkali und dann Séure: Auch hier 
werden nur Spuren von Kupferoxydul gebildet. 

e) Wie d, doch mit Eiwei8: 0,0875 g CuO. 


IV. Invertin. 
Angewandt: Ein mit 10 Teilen Thymolwasser hergestellter 
Auszug des nach Bourquelots') Angabe bereiteten Invertins. 


1) Arch. d. Pharmazie 245, 166, 1907. 
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Davon je 5 ccm; ferner je 10 ccm einer 5°/,igen Lésung von 
Rohrzucker und 5 ccm 10°/,ige EiweiBlésung. Versuchsdauer: 
24 Stunden bei 25°. Nach dieser Zeit wurden die Fliissigkeiten 
durch Zugabe von 15 g Bleiacetat und 10 ccm der Mercuri- 
nitratlésung von Patéin und Dufau!?) geklart und die Drehung 
der filtrierten Fliissigkeit im 200 mm-Rohr gemessen. Die 
angegebenen Werte bedeuten diese Drehung. 

Die ersten Versuche zeigten, da8 Invertin wesentlich wider- 
standsfaihiger gegen Saiuren und Alkalien ist als die anderen 
benutzten Enzyme. Es muBten deshalb erheblich gréBere 
Konzentrationen von Séure und Lauge zur Anwendung ge- 
langen. Die Einwirkungsdauer der Séure muBte auBerdem auf 
1 Stunde erhéht werden. Selbst dann waren die zu beobachtenden 
Unterschiede keine allzu groBen. 

a) Blinder Versuch: 10 ccm Zucker, 5 ccm Eiwei8, 30 ccm 
Wasser: a = -+- 1,16. 

b) Zu 5 ccm Invertin -+- 5 com Wasser 10 ccm */,-H,SO,, 
nach 1 Stunde 10 ccm */,-KOH, dann 10 ccm Zucker und nach 
24 Stunden 5ccm EiweiB: a= -- 1,16. 

ce) Zu 5ccm Invertin -+-5cem EiweiB 10 ccm "/,-H,SO,, 
nach 1 Stunde 10 ccm ®/,-KOH, dann 10 ccm Zucker und nach 
24 Stunden 5 ccm Wasser: a= -+- 0,21. 

d) Blinder Versuch: 10 ccm Zucker, 15 ccm Wasser, 5 ccm 
EiweiB: a == ~+- 1,56. 

e) 5 ccm EiweiB, 10 com Zucker, 10 com Wasser, 5 ccm 
Invertin: a= — 0,58. 

f) 5 ccm Invertin -+- 15 com Wasser, dazu 2,5 ccm ®/,-KOH, 
dann nach 10 Minuten 2,2 ccm ®/,-H,SO,, zuletzt 5 com EiweiB 
und 10 ccm Zucker: a= -+- 1,34. 

g) 5ccm Invertin +- 5 ccm EiweiB, dazu 2,5 com */,-KOH; 
nach 10 Minuten Neutralisation mit 2,5 ccm ®/,-H,SO,, dann 
5 cem Wasser und 10 ccm Rohrzucker: a= — 0,34. 


1) Vgl. E. Spaeth, Untersuchung des Harnes, 2. Aufl., S. 224. 





Der Grundumsatz und Nahrungsbedarf des Sauglings 
gemaB Untersuchungen des Gasstoffwechsels. 


Von 
Arthur SchloBmann und Hans Murschhauser. 
(Aus der Klinik fiir Kinderheilkunde in Diisseldorf.) 
(Eingegangen am 8. April 1910.) 


Mit 6 Figuren im Text; 


Will man systematisch den Stoff- und Kraftwechsel des 
Sauglings klarlegen, so ist die Kenntnis des Grundumsatzes 
in dieser Lebensepoche die unerlaéBliche Voraussetzung. War 
nun die Forderung von vornherein naheliegend, diese Frage 
nach dem Grundumsatz beim Séugling experimentell in Angriff 
zu nehmen, so wollte uns doch die Hoffnung nur gering er- 
scheinen, einer Lésung dieser wichtigen physiologischen Aufgabe 
nahe zu kommen. Denn soll der Gaswechsel, der dem Grund- 
umsatz entspricht, ermittelt werden, so mu8 der Organismus 
des Versuchsobjektes in einem volligen Ruhezustand gehalten 
werden. Es mu8 somit alles an Leistungen ausgeschaltet 
werden, was sich eben ausschalten la8t: einerseits also die 
Muskeltatigkeit, soweit sie nicht fir vitale Funktionen 
unbedingt nétig ist (Herztatigkeit, Atmung usw.), andererseits 
aber auch die Verdauungsarbeit. Praktisch ausgedriickt 
muBten wir also von unseren Versuchskindern verlangen, da8 
sie sich im Hungerzustande befinden und sich zugleich vdllig 
ruhig verhalten. DaS gesunde und normale Saéuglinge — denn 
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nur an solchen kann man physiologische Tatsachen erheben — 
sich stundenlang diesen beiden, dem Charakter des Kindes an- 
scheinend widersprechenden Anforderungen fiigen wiirden, er- 
schien uns zunachst recht unwahrscheinlich, und bei der Auf- 
stellung unseres Versuchsprogrammes hatten wir vorerst der 
Hoffnung gar nicht Raum gegeben, den Grundumsatz des Saug- 
lings experimentell ermitteln zu kénnen. Aber auch hier sollte 
sich zeigen, daB man vollkommen voraussetzungslos derartige 
Probleme in Angriff nehmen muB. 

Es verhalten sich namlich, wie wir bald erkennen konnten, 
die Sauglinge bei Respirationsversuchen durchaus nicht gleich- 
artig. Das Temperament gehért offenbar zu den angeborenen 
Eigenschaften des Menschen; und wie diese sich im spiateren 
Leben MiBlichkeiten, Unbequemlichkeiten oder neuen und un- 
gewohnten Situationen gegeniiber sehr verschieden verhalten, so 
wirkt das Verbringen in den Respirationsapparat auf den einen 
Saugling ganz anders als auf den anderen. Wir hatten beim 
. Beginn unserer Versuche mit dem Regnault-Reisetschen 
Apparate iiberhaupt das Gliick, zufallig auf ein musterhaftes 
Versuchskind zu treffen (Fritz Suttholt, siehe diese Zeitschr. 
14, 385 ff. und 18, 499). Wir haben uns seitdem oft genug 
iiberzeugen kénnen, da es nicht immer so leicht ist, gefiigige 
Kinder zu finden und wir sind dem Zufalle besonders dankbar, da8 
die vielen Schwierigkeiten beim Beginne der Versuche nicht 
durch widerspenstiges Benehmen des ersten Versuchskindes ge- 
mehrt worden sind. Seitdem haben wir mit mehreren Dutzenden 
von Kindern gearbeitet und dadurch eine gewisse Erfahrung 
in der Auswahl passender Objekte gewonnen. Schon beim 
ersten Versuch wissen wir jetzt zumeist, ob das betreffende 
Kind sich brauchbar fiir unsere Zwecke erweisen wird oder 
nicht. So haben wir jetzt in dem schon recht ansehnlichen 
experimentellen Material, tiber das wir verfiigen, eine ganze 
Reihe von Versuchen, bei denen die Kinder zum Teil stunden- 
lang hintereinander schlafend oder in annihernd absoluter Ruhe 
im Respirationsapparat beobachtet werden konnten. Der Aus- 
schlu8 der Bewegung, der Muskelarbeit im gewéhnlichen Sinne 
gelingt also zweifellos und sogar recht leicht. Wir werden 
gerade im Verfolg unserer Darlegungen sehen, welchen ekla- 
tanten Unterschied es ausmacht, ob das Versuchskind véllig 
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ruhig liegt oder durch intensive Bewegungen, durch Saugen an 
den Fingern, Schiitteln des Kopfes oder gar durch Schreien die 
Stoffzersetzung vermehrt. 

Im allgemeinen wird nun die Ruhe wesentlich dadurch er- 
leichtert, daB man die Kinder unmittelbar nach einer reich- 
lichen Mahlzeit in den Versuch nimmt und die Tragheit waihrend 
der normalen Verdauungsarbeit als zur Ruhe fiihrendes Moment 
mit ausnutzt. 

Dagegen bedeutete es selbst fiir den erfahrenen Praktiker 
eine angenehme Uberraschung, da8 recht viele Saéuglinge auch 
dem Hunger gegeniiber eine sehr weit gehende In- 
differenz zeigen. AnlaBlich von therapeutischen MaSnahmen 
bei in bezug auf den Stoffwechsel kranken Sauglingen kann 
man beobachten, daB der eigentliche Hunger dann offenbar 
wenig oder auch gar nicht unangenehm empfunden wird, wenn 
nur die geniigende Fliissigkeitsmenge in Gestalt von Wasser 
zugefiihrt wird. Aber auch gesunde Siauglinge remonstrieren 
kaum oder gar nicht, wenn man ihnen 24 Stunden die Nahrung 
entzieht, vorausgesetzt, daB man sie durch Verabreichung vor 
Fliissigkeit tiber das, was eigentlich mit ihnen geschieht, hinweg- 
tauscht. Auch der Gewichtsabfall ist gar nicht so sehr be- 
deutend, und durch vermehrten Ansatz nach Wiederaufnahme 
geniigender Ernahrung wird das Defizit infolge des Hungertages 
rasch wieder ausgeglichen. Mit dieser uns gekommenen Er- 
kenntnis von der Belanglosigkeit eines eingeschobenen Fast- 
tages fiir das Wohlbefinden und, wie gesagt, auch das Wohl- 
behagen des Saéuglings war die Méglichkeit gegeben, die Ermit- 
telung des Grundumsatzes bei gesunden Kindern in Angriff zu 
nehmen. 

Bei Erwachsenen hat man bei den entsprechenden Unter- 
suchungen in der Regel 12 bis 18 Stunden nach der letzten 
Mahizeit als den geeigneten Zeitpunkt fiir den Beginn des Ver- 
suchs betrachtet. Wir haben uns fiir den extremsten Termin 
entschieden und haben unsere Versuche immer 18 Stunden nach 
Aussetzen der Nahrung begonnen. Da beim Erwachsenen alsdann 
sicher der Einflu8 der vorausgegangenen Mahlzeit ausgeschlossen 
ist, so diirfte das beim Saugling erst recht der Fall sein. Denn 
das AufschlieBen der gemischten Kost bei ersterem erfordert 
jedenfalls mehr Zeit als der digestive Abbau der in Form von 
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reinen und schlackenfreien Niahrstoffen gebotenen Siuglings- 
nahrung. Praktisch wurde also so verfahren, daB dem Kinde 
am Abend vor dem Versuch, etwa um 9 Uhr, das letztemal 
Nahrung in der sonst fiir das betreffende Individuum iiblichen 
Menge und Art gereicht wurde. Am nichsten Tage bekam das 
Kind zu den Zeiten, zu denen sonst die Nahrung gereicht wurde, 
die entsprechende Menge ganz diinnen (kaum gefarbten) und 
mit Spuren Saccharin gesiiBten Tees. 

Viele Kinder trinken, nachdem sie vielleicht beim ersten 
Darreichen versagen, die Flasche mit dieser Pseudonahrung ge- 
michlich aus, und haufig steht man unter dem Eindruck, da8 
sie des effektiven Hungerns gar nicht gewahr werden. Brust- 
kinder miissen natiirlich erst an die Flasche tiberhaupt gewohnt 
werden; es wurde ihnen also eine Reihe von Tagen vorher die 
abgezogene Milch ihrer Miitter aus e~ Flasche verabreicht. Erst 
wenn sie sich hieran vollig akkliniatisiert hatten, wurde die 
Frauenmilch durch die Hungerdiaét ersetzt. 18 Stunden nach 
der letzten Nahrungsaufnahme, also in der Regel nachmittags 
um 3 Uhr, wurde der Versuch begonnen und zumeist 3 Stunden 
lang durchgefiihrt. Es ware uns natiirlich lieb gewesen, eine 
Anzahl von 8stiindigen Versuchen zu machen, um Vergleichs- 
werte mit unseren friiheren Feststellungen an anderen Kindern 
zu gewinnen. Es zeigte sich aber, daB die Ruhe sich doch 
nicht so lange in geniigender Weise durchhalten l48t. Wir 
sind aber in der Lage, auch nur 3stiindige Versuche mit groBer 
Genauigkeit zu berechnen, da wir uns dabei eines sehr kleinen 
GefaBes fiir den O bedienen; infolgedessen konnen die Wagungen 
des verbrauchten O mit gréBerer Genauigkeit vorgenommen 
werden als bei der Verwendung des groBen Gasometers. Im 
ibrigen ergabenVergleiche zwischen langer ausgedehntenVersuchen 
und solchen, die nur 3 Stunden wahrten, keinerlei Unterschied. 
Aus praktischen Griinden entschlossen wir uns daher, die Hunger- 
versuche auf 3stiindige Dauer zu beschranken. 

AuBerst wichtig war es natiirlich, eine zuverlissige Be- 
urteilung dariiber zu ermdéglichen, ob das Versuchskind sich 
wirklich véllig ruhig verhalten hat oder nicht. Sobald also das 
Kind im Apparate lag und der Versuch begann, wurde fort- 
gesetzt genau aufgezeichnet, wie es sich verhielt. Auf Milli- 


meterpapier wurde jede Bewegung, jedes Saugen, a Kopf- 
Biochemische Zeitachrift Band 26. 
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schiitteln, kurz und gut alles, was das Kind tat, méglichst 
genau notiert. Versuche, bei denen eine irgendwie hochgradige 
Unruhe verzeichnet war oder bei denen das Kind gar schrie, 
wurden fiir die Beurteilung der in Rede stehenden Frage ginz- 
lich ausgeschaltet. Eine absolute Ruhe gibt es natiirlich beim 
Saéugling nicht. Auch ideale Versuchskinder, z. B. Liibbert, 
siehe Fig. 1 und 2, machen gelegentlich im Schlafe einmal eine Be- 
wegung, drehen sich etwas oder bewegen einmal den Arm. 
Immerhin zeigen die Kurven, wie ruhig sich solche hungernde 
Kinder verhalten kénnen. Allerdings wird selbst bei vdlliger 
Ruhe das eine Kind einmal etwas mehr CO, produzieren als 
das andere, da ja auch psychische Momente mitsprechen, durch 
die die Atmungstatigkeit beeinflu8t wird. So glauben wir beob- 
achtet zu haben, daB ein und dasselbe Kind bei dem ersten 
Versuche in der Regel etwas héhere Werte gibt als bei Wieder- 
holung und nach erfolgter Angew6hnung an die Versuchsbedin- 
gungen. 


Wenden wir uns jetzt zur Besprechung des Grundumsatzes 
des gesunden Séuglings, so legen wir dem in erster Linie 6 Ver- 
suche unter, die wir an 3 Kindern erhoben haben. Es handelt 
sich dabei um zwei unnatiirlich und einen natiirlich genaéhrten 
Saugling. 

Das 1. Kind, Elfriede Simons, war am 23. Marz 1909 ge- 
boren und am 17. Juli wegen akuter Ernahrungsstérung auf- 
genommen. Die Heilung erfolgte rasch bei Frauenmilch. Nach 
Abstillen wurden die Versuche am 14. und 20. September vor- 
genommen. Das Gewicht des Kindes war 5010 bzw. 5115 g 
bei einem Alter von 174 bzw. 180 Tagen. Wir hatten es hier 
mit einem kleinen und fettarmen, aber nicht schwachlichen 
Kinde zu tun (siehe Prot. 1 und 2 auf S. 32ff.). 


Das 2. Kind, Johanna Passipen, war am 21. April 1909 
geboren, am 8. Juli 1909 aufgenommen wegen einer schweren 
akuten Ernahrungsstérung, deren Reparation langsam von statten 
ging. Als das Kind wieder véllig hergestellt und etwa 14 Tage 
abgestillt war, wurde mit den Versuchen begonnen. Das Kind 
war klein, sehr fettarm, machte aber keinen eigentlich schwach- 
lichen Eindruck; es war 149 bzw. 169 Tage alt, wahrend 
2 Versuchen, iiber die wir zunichst berichten; es wog 4220 bzw. 
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4430 g, also betrachtlich weniger als dem Alter entsprochen 
hatte (siehe Prot. 3 und 4 auf S. 34ff.). 
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Das 3. Kind, Elfriede Liibbert, geboren am 14. Nov. 1909, 
war ein kleines, aber auffallend fettes Kind, das immer von 
seiner Mutter genahrt worden war. Beim ersten Versuch war 
es 87 Tage und wog 4980, beim zweiten Versuch 93 Tage 


und wog 5040 g (siehe Prot. 5 und 6 auf S. 36). 
of 








A. SchloBmann und H. Murschhauser: 


Die Versuche ergaben: 
Tabelle I. 


Hungerversuche bei annahernd absoluter Ruhe. 
| | | | 
| Ober- | Kohlen- Sauerstoff| Kohlen- Sauerstoft 


| flache | siure pro pro j|séurepro| pro 
Std. u. kg) Std. u. kg Std. u. qm Std. u. qm 


¢ | gm | pa i oe 





! 





rar 
Quotient 





Pema eae 


Simons | Madchen 174.5010 0,3505, 0,438 1 | 0,516 1 | 6,262 1 7,390 10,847 
|= 0,8582g'—0,7374 g=12,27¢ '=10,56 g 
'180 5115 0,3553 0.4331 0,5261)| 6.2361 7,565 10,8% 
= 0,8484 g\—0,7502g) = 12,22 g |=10,8lg 





~ || Laufende Nr 
B. 
gS 
Ee 
AlterinTagen 


ses 4220 0,3124 0,4661)| 0,5441/ 6,3031 7,362 10,856 
=0,9131 g —0,7774g|—12,35 g_ =10,52 g 

169 4430 0,3228 0,469 1 0,564 1 | 6,451 | 7,754 1,0,832 
=0,9190 g =0,8060g/— 12,64 g |=11,08g 

| 87 4980) 0,3491 04411) 0,5991 | 6,293 1 8,551 10,73 
—0,8641g —0,8560g'—12,33 g —12,22g 

| 93.5040 0,3519 0,4091); 0,5341/ 6,8591 7,649 10,76 
=0,8014g —0,7631 g|= 11,48 g |=10,93 g 

| i I 


n 





Von vornherein ist zu bemerken, daB es erwiinscht gewesen 
ware, Kinder in den Versuch zu nehmen, die sich dem ihrem 
Alter entsprechenden Durchschnittsgewicht mehr genahert hatten. 
Das einzige Kind, das wenigstens annahernd dieser Forderung 
gerecht war, ist Liibbert, das klein und etwas zu friih geboren 
war, aber doch ganz regelmaBig vorangegangen war und durch- 
aus den Ejindruck eines normalen Brustkindes machte. Bei 
solchen Versuchen muB8 man eben die Feste feiern, wie sie fallen; 
und auf der anderen Seite bietet unser Material sehr gute Ver- 
gleichsméglichkeiten. Das Brustkind Liibbert nimlich entspricht 
in seinem Gewichte im Alter von ca. 3 Monaten dem Gewichte 
von Simons im Alter von 6 Monaten. Und Passipen steht wieder- 
um im Alter Simons sehr nahe und bleibt doch im Gewichte 
wesentlich zuriick. Betrachten wir nun unsere Tabelle I von 
diesem Gesichtspunkte aus, so springt sofort ins Auge, daB in 
der Ruhe und beim Hunger das Alter des Kindes keinerlei 
Bedeutung hat, sobald man die Oberflache des Kindes in Be- 
riicksichtigung zieht. Wir sehen auch hier wieder: unabhén- 
gig vom Alter, einzig allein abhangig von der Ober- 
flache geht CO,-Produktion und O-Verbrauch einher. 
Die Zahlen untereinander nahern sich bei den einzelnen Ver- 
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suchen desselben Kindes auBerordentlich, mit Ausnahme des 
Versuchs 6, der sich von 5 wesentlich unterscheidet. 

Wir haben deshalb den Versuch mit diesem Kinde 2 Tage 
spaéter nochmals wiederholt (am 17. Februar) und dabei Werte 
erhalten, die den im ersten Versuch ermittelten sehr nahe 
stehen, namlich: 

Gesamt-CO,-Produktion 6,229 | = 12,205 g, 

Gesamt-O-Verbrauch 7,812 1 = 11,1685 g, 

CO,-Produktion pro Kilogramm und Stunde = 0,427 1, 

O-Verbrauch pro Kilogramm und Stunde = 0,536 1, 

CO,-Produktion pro Stunde und Quadratmeter = 11,85 g, 

O-Verbrauch pro Stunde und Quadratmeter = 10,85 g. 

Der etwas auffallig hohe O-Verbrauch in Versuch 5 ist 
offenbar auf die Tatsache zuriickzufiihren, daB vorwiegend Fett 
verbraucht worden ist. Gerade das Kind Liibbert machte einen 
auffallend fetten Eindruck im Verhaltnis zu den mageren Kindern 
Passipen und Simons. Es ist also durchaus denkbar, daB hier 
der Hungerstoffwechsel so gut wie ausschlieBlich auf Kosten des 
Fettes gegangen ist, eine Annahme, die ihre Analoga bei anderen 
Stoffwechselversuchen findet. ,,Ein héherer Grad von Fett- 
armut beeinfluBt selbst die EiweiSzersetzung im Hunger im 
merklichsten MaBe, sagt Rubner.!) So kann man annehmen, 
daB die zirkulierenden Reservestoffe, die dem Brustkinde und 
zumal dem fettreichen, zur Verfiigung stehen, neben EiweiB 
Fett und Fettsiéureverbindungen enthalten oder aber, daS das 
fettreiche Individuum zunachst von dem in Uberflu8 vorhan- 
denen Fett seinen Bedarf deckte, bevor es den Glykogenbestand 
des Kérpers in Angriff nahm. Daher ein respiratorischer Quo- 
tient von 0,73. Als wenige Tage darauf der Hungerversuch 
wiederholt wurde, war nicht mehr ausschlieBlich Fett dis- 
ponibel, und der respiratorische Quotient steigt daher auf 0,76 
und 2 Tage spiter, als das Kind wieder 18 Stunden gehungert 
hatte, sogar auf 0,79. Aus diesen Erwaigungen heraus kann 
man vielleicht die Erklarung fiir den hohen O-Wert bei Ver- 
such 5 finden. 

Bedenkt man ferner, da8 ja doch schlieBlich die Individua- 
litét auch hier ihren zweifellosen Einflu8 ausiibt, so liegen die 


! 


Respirator 
Quotient 


1) Rubner und Heubner, Zeitschr. f. Biol. 38, 392. 
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von uns ermittelten Zahlen nahe genug aneinander, um die 
GesetzmaBigkeit bei den Stoffwechselvorgingen in Hunger und 
Ruhe zu erkennen. Wir kénnen also getrost eine Mittelzahl 
aus den von uns gefundenen Werten ziehen und diese als fiir 
den Grundumsatz des Sauglings charakteristisch betrachten. 


Tabelle II. 
Aus den 6 Versuchen in Tabelle I ergibt sich als Durchschnitt: 
a. 
bei jedem einzelnen der 3 Kinder: 
CO, O 
pro pro pro pro 

kg u. St. qm u. St. kg u. St. qm u. St. 

l g l g l g l g 
1. Simons 0,436=0,8543 6,252—12,25 0,520=0,7431 7,481—10,69 
2. Passipen 0,468—0,9170 6,374—12,49 0,554=—0,7917 7,558—10,80 
3. Liibbert 0,425—0,8328 6,078=11,91 0,567=—0,8102 8,104—11,58 


b. 
Als Durchschnittswert aus allen 6 Versuchen an den 3 Kindern: 
CO,-Produktion pro St. u. qm. O-Verbrauch pro St. u. qm. 
6,236 1 = 12,22 g 7,712 1= 11,02 g 
Somit wiirde bei Ruhe und Hunger der Saugling 
pro Quadratmeter Oberflache ca. 12g CO, produzieren 


und ca. 11 g O konsumieren. 

Vergleichen wir diesen Wert mit dem von Atwater’) fiir 
den Erwachsenen gefundenen, so sehen wir folgendes: Atwaters 
Versuchsperson J.C. W., ca. 22 Jahre alt, 76 kg schwer, pro- 
duzierte pro Quadratmeter und Stunde im Durchschnitt 12,76 g 
CO,. Diese Versuche waren aber nicht Ruheversuche im weite- 
sten Sinne, insofern als gewisse Arbeit dabei geleistet wurde 
(siehe S. 515 bei Atwater). Wahrend der Zeit von 7 Uhr abends 
bis 7 Uhr friih, die sich am ehesten mit unseren Versuchen 
vergleichen la8t, haben wir 11,84 g CO, pro Stunde und Quadrat- 
meter. Also auch bei der Ermittelung des Grundumsatzes liegt 
kein essentieller Unterschied zwischen Saugling und Erwachsenen 
vor, sobald man die Oberflacheneinheit als VergleichsmaB ein- 
setzt. 

Ganz wesentlich wird natiirlich der Ausfall des respira- 
torischen Stoffwechselversuchs davon abhangen, welchen Grad 

1) W. O. Atwater, Neue Versuche iiber Stoff- und Kraftwechsel 


im menschlichen Kérper. Ergebnisse d. Physiol, 3. Jahrg., I Abt., 1, 
407 ff. 
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von Ruhe das Versuchsobjekt wahrend des Versuchs gewahrt 
hat. Ja, Angaben in der Literatur, die dem Kinde auch fiir 
die Oberflicheneinheit einen regeren Stoffwechsel zusprechen 
als dem Erwachsenen, lassen die Vermutung naheliegend er- 
scheinen, daB eine psychische Erregung, wie sie z. B. das Auf- 
setzen einer Maske bei Versuchen nach Geppert und Zuntz 
im Gefolge hat, erhéhte Atemzahl, vertiefte Atmung und damit 
héhere Werte fiir die CO, im Gefolge hat. Diese Momente 
fallen ja bei Benutzung von Sauglingen und dem Regnault- 
Reisetschen Apparate als Fehlerquellen fort. Die Gefahr, 
die wir bei unseren Versuchen zu vermeiden haben, ist 
eine eventuelle Muskelarbeit der Kinder; denn eine solche 
beeinfluBt die Resultate ganz eklatant. Ja, wir sind sogar 
in der Lage, einen gewissen Anhaltspunkt dafiir zu gewinnen, 
wie groB die Energie ist, die der Saugling bei seinen Bewegungen 
verwendet. 

So haben wir das Kind Passipen einmal in einen langeren 
Hungerversuch genommen, bei dem die Beobachtungszeit auf 
6'/, Stunden ausgedehnt wurde. (Siehe Protokoll 7 und Fig 4). 
Bei diesem Versuche benahm sich das Kind im ganzen 30 Mi- 
nuten recht ungebirdig, wenn wir die einzelnen Bewegungs- 
phasen denen in der groBen Unruheperiode zwischen 4% 2’ und 
4" 31’ zuzahlen; ja, einen Teil dieser Zeit schrie das Kind. Aus den 
friiheren Versuchen 3 und 4 auf Tabelle I wissen wir aber, 
wieviel CO, gerade dieses Kind pro Stunde produzierte, naim- 
lich 0,916 g auf das Kilogramm. 

In 6'/, Stunden hiatten bei einem Gewichte von 4410 g 
also 26,257 g CO, produziert werden miissen. In der Tat sind 
es 27,9253 g, also 1,67 g mekr wie zu erwarten. Dieses Plus fallt 
aber auf die Mehrleistung in der unruhigen halben Stunde. 
Nach den friiheren Versuchen war fiir 30 Minuten eine CO,- 


Produktion von Ome es zu erwarten, also 2,02 g CO,. 


Da fiir diese '/, Stunde 1,67 g CO, fiir die Bewegungsarbeit 
hinzukommen, so betrug die CO,-Produktion also unter diesem 
Einflu8 3,69 g, d. h. sie steigt von 100 auf 184, somit bei- 
nahe auf das Doppelte. Auf die Stunde und den Quadratmeter be- 
rechnet haben wir in diesem Versuche eine CO,-Abgabe von 13,35 g 
und einen O-Verbrauch von 11,46 g fiir die ganzen 6"/, Stunden. 
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Die halbstiindige Unruhe erhéht hier den respiratorischen 
Stoffwechsel scheinbar nicht sehr bedeutend, aber doch immer- 
hin scharf erkennbar; es waren eben 1 Teil Unruhe und 6 Teile 
wirkliche Grundumsatzphasen in dem Versuche zu scheiden. 
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Fig. 3. Fig. 4. 
Passipen 16. IX. Passipen 18. X, 






Die Tatsache, daB die motorische Unruhe und Schreien 
des Kindes Stoffwechselversuche ungiinstig beeinflussen, ist 
allen denen, die Séuglinge in Zwangslagen bringen, um Kot und 
Urin genau und sicher aufzufangen, ganz gelaufig. Hieran scheitern 











x 

‘ 
i] 
4 


a Ne aR TAC A ebenelctha oth 


; 
3 





Grundumsatz und Nahrungsbedarf des Sauglings. 25 


ja so oft unsere Versuche, wirklich physiologische Werte zu 
erhalten. Auch Heubner’) hat sehr richtig die erhdhten CO,- 
Werte, die er mit Rubner bei einem unnatiirlich genahrten 
Saugling gegeniiber dem Brustkinde erhielt, auf Rechnung der 
erhéhten auBeren Arbeit zuriickgefiihrt, die sich in einer hoch- 
gradigen Beweglichkeit des Kindes dokumentierte. 

Die Steigerung der Wiarmeproduktion betrug hier 21°/, 
auf die Dauer des mehrtaégigen Versuches, doch war eben bei 
der Anordnung desselben eine gesonderte Betrachtung der 
Ruhemomente von denen mit Arbeit nicht méglich. Bei der 
Wichtigkeit der Frage, welche Arbeit des Saéuglings eigentlich bei 
den iiblichen Unruheerscheinungen leistet, ist es angebracht, 
noch andere Versuche, die uns dariiber groBen Aufschlu8 geben, 
ausfiihrlicher darzulegen. Besonders gute Gelegenheit zu Be- 
obachtungen nach dieser Richtung bot uns das Kind Wil- 
helmine Niesmann, das unseren Bestrebungen, durch einen 
wirklichen Ruheversuch den Grundumsatz festzustellen, recht 
energischen Widerstand entgegensetzte. Immerhin haben wir 
einen Versuch, bei dem zwar keine vdéllige Ruhe erzielt wurde, 
bei dem aber das Kind doch nicht allzuviele und nur sehr kleine 
Bewegungen machte. (Protokoll 8 und Fig 5). Das Kind 
war am 7. August 1909 geboren und der in Rede stehende 
Versuch fand am 21. Januar statt. Das Kind trank in der 
Regel an der Brust seiner Mutter, ging aber nur langsam voran. 
Es gehérte zu jener Klasse immer zappeliger Kinder, die 
einen besonderen Typus auch im Sauglingsalter reprasentieren. 
Es war bei dem Versuche vom 21. Januar 168 Tage alt und 
wog 5440 g. Es entsprach im Alter also gerade Passipen bei 
Versuch 4, war jedoch 1 kg schwerer. 

Die Oberflaiche berechnet sich auf 0,3699 qm. Es fanden sich: 

CO, pro Kilogramm und Stunde 0,443 1, 
O 


i o io »  0,5371, 
CO, ,, Quadratmeter ,, » 12,9l1g, 
> a - - » 11,31 g, 
Respir. Quotien é te od, on te 


Wir sehen, da8 die Werte nur unwesentlich die von uns 
ermittelten Durchschnittszahlen iiberschreiten entsprechend den 


1) Heubner, Zur Kenntnis der Energiebilanz des Saéuglings. Verhandl. 
der Ges. f. Kinderheilk. 21, 18. 
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relativ gar nicht sehr betrachtlichen Bewegungen, die das Kind 
ausfiihrte (-+- 0,69 g CO, und -+- 0,29 g O pro Stunde und Qua- 
dratmeter). 
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Fig. 5. Fig. 6. 
Niesmann 21. I: Niesmann 19. II. 


Ganz anders lag der Fall bei einem Versuche am 19. Fe- 
bruar. Zunachst schlief das Kind musterhaft ruhig gerade 
1 Stunde 20 Minuten, erwachte sodann und benahm sich nun- 
mehr ganz ungebardig, bewegte sich stark, schrie, daB es rot 
wurde und war nicht zu beruhigen. Nach 2'/, Stunden wurde 
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deshalb der Versuch abgebrochen. Wir haben somit einen 
Versuch vor uns, bei dem das Kind 1 Stunde und 20 Minuten 
ganz ruhig und 1 Stunde 10 Minuten sehr unruhig war. 
Das Ergebnis war folgendes (siehe Protokoll 9 und Fig 6): 
Alter 196 Tage, Gewicht 5575 g, Oberflache 0,3759 qm. 


Pro Quadratmeter Respir. 
Pro Stunde und Kilogramm und Stunde Quotient 


CO,: 0,6141, O: 0,7561, CO,:17,85g, O: 16,03 g 0,812. 
Gegeniiber dem relativen Ruheversuch vom 21. Januar 
fanden wir also: 
am 21. Januar am 19. Februar 
CO, pro Kilogramm und Stunde 0,443 1, 0,614 1, 
es s i «at 0,756 1, 
CO, ,, Quadratmeter ,, » Bs 17,85 g, 
> «a - = » ae 16,03 g. 


Wir sehen also in diesem Versuche ganz andere Werte, als 
wir bisher beobachtet haben. Die CO,-Ausscheidung steigt pro 
Stunde und Kilogramm von 0,443 1 gegeniiber dem Versuch 8 
auf 0,614 1, der O-Verbrauch von 0,527 1 auf 0,756 1. Und 
auf die Stunde und den Quadratmeter berechnet finden wir ein 
Anwachsen der CO,-Produktion von 12,91 g auf 17,85 g und 


des O-Konsums von 11,31 g auf 16,03 g. 

Wie schon erwahnt, verhielt sich das Kind in diesen Ver- 
suchen derart, daB es 80 Minuten ganz ruhig schlief und 
70 Minuten unruhig war. Wir kénnen daher auch diesen Ver- 
such benutzen, um den Mehrverbrauch an Energie zu berechnen, 
den die Unruhe bedingt. 

Wir nehmen an, daB in den 80 Minuten der Ruhe das 
Kind pro Quadratmeter so viel CO, produziert hat, wie der 
Durchschnitt in Tabelle II ergibt, also pro Stunde 12,22 g CO, 
und da8 dementsprechend der O-Verbrauch 11,02 g war. In 
80 Minuten der absoluten Ruhe hatte das Kind demnach pro 
Quadratmeter 16,29 g CO, aus- und 14,69 g O eingeatmet. 
Wahrend des Versuches 9 hat nun Kind Niesmann auf den 
Quadratmeter berechnet in 2'/, Stunden 44,63 g CO, produziert 
und 40,08 g O konsumiert. Ziehen wir die obenstehende Werte 
fiir die 80 ruhigen Minuten hiervon ab (44,63 — 16,29 g CO, 
bzw. 40,08 — 14,69 g 0), so verbleibt fiir die 70 unruhigen 
Minuten pro Quadratmeter 28,34 g CO,-Bildung und 25,39 g 
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O-Verbrauch. Auf die Stunde umgerechnet ergibt sich fiir die 
Zeit der Unruhe pro Quadratmeter 24,29 g CO,-Produktion 
und 21,76 g O-Konsum. 

Bei dem anhaltend unruhigen Kinde steigt also 
pro Stunde und Quadratmeter im Hunger die CO,- 
Produktion von 12,22 g auf 24,29 g, der O-Verbrauch 
von 11,02 g auf 21,76 g, d. h. der Energieumsatz ver- 
doppelt sich durch die Unruhe. 

Wir kénnen uns aber auch leicht ein Bild machen, welcher 
Arbeitsleistung die Unruhe des Kindes entsprach. 

Vergleichen wir Versuch 8 und 9, so finden wir, da8 in 
letzterem der O-Verbrauch pro Stunde in der Unruhe um 2,61 
gréBer gewesen ist als in der Ruhe. [In 3 Stunden Ruhe 
(Versuch 8) wurden 8,783 1 O verbraucht, pro Stunde 2,927 ], 
in 80 Minuten also 3,903 1]. In Versuch 9 wurden 10,5431 in 
2*/, Stunden verbraucht. Rechnen wir auf die 80 ruhigen 
Minuten 3,903 1, so bleiben fiir die 70 unruhigen statt 3,415 1, 
wie zu erwarten 6,640 1, also 3,225 1 mehr, das ist auf 60 Minuten 
2,764 1). 11 O entspricht hier 4,8 Calorien. Wir haben also 
ein Plus von 13,27 Calorien pro Stunde oder 425 >< 13,27 Meter- 
kilogramm Arbeitsleistung, das sind fiir diese Stunde 5640 Meter- 
kilogramm Arbeit, die als Schreien und Bewegung geleistet 
wurde. Ein Kind von etwa 5*/, kg hat somit fast '/, der 
Arbeit geleistet, die ein streng arbeitender Erwachsener von 70 kg 
zustande bringt. Die Arbeitsleistung des unruhigen Kindes darf 
also keineswegs gering eingeschatzt werden. 

Das Endergebnis hangt natiirlich von der Intensitat der 
Bewegungen ab; so zeigt uns ein anderer Versuch mit einem 
fetten und kraftigen Brustkinde R., Aufnahme Nr. 1910, am 
2. Februar folgendes : 

Alter 61 Tage, Gewicht 4430 g. Dauer des Versuchs 2 St., 
davon 1 St. ruhig und 1 St. unruhig. Im ganzen 8,2310g0-Verbrauch 
und 9,6405 g CO,-Produktion, pro Stunde und Kilogramm 
0,550 1 CO, und 0,644 1 O, pro Quadratmeter und Stunde in 
Summa 14,93 g CO, und 12,75 g O. 

Berechnet man wie vorher, wieviel dabei auf die Ruhezeit und 
wieviel auf die Bewegungszeit kommt, so findet man, daB letztere 
eine CO,-Ausscheidung von 17,64 gegen 12,22 in der Ruhe hat, 
einen O-Verbrauch von 14,48 gegen 11,02, also eine Vermehrung 
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des Energieumsatzes um 40 bis 45°/,. Entsprechend miissen 
natiirlich die stattgehabten Bewegungen weniger intensiv, die 
Arbeit geringer gewesen sein als bei dem vorher erwahnten Kinde. 

Da wir aus friiheren Versuchen wissen, wieviel die CO,- 
Ausscheidung und der O-Konsum beim ruhenden, aber 
verdauenden Séugling betrigt, so kommen wir langsam 
dazu, einen wirklichen Einblick in den Stoff- und Kraft- 
wechsel des Sauglings, so weit er sich in seinem respiratorischen 
Verhalten spiegelt, zu gewinnen und die einzelnen Komponenten, 
durch die der Stoffumsatz beeinflu8t wird, richtig zu wiirdigen. 

Aber unsere Versuche gestatten uns auch einen Einblick 
in den wirklichen Nahrungsbedarf des Sauglings, d. h. 
die Ermittelung der minimalen Werte, deren das Kind fiir 
seine Lebensfunktionen bedarf. Als Pramisse nehmen wir 
dabei an, daB der Saugling am sparsamsten lebt, wenn er 
seinen Grundbedarf decken mu8 aus den Bestiénden seines 
eigenen Kérpers. Nun kénnen wir aber aus den ermittelten 
CO,- und O-Werten rechnerisch feststellen, wieviel Calorien 
das Kind aus seinem Kérperbestande zur Verbrennung gebracht 
hat, ja, wenn wir noch den N-Gehalt des Harns im Hunger 
kennen, kénnen wir Aufschlu8 dariiber geben, wieviel EiweiB, 
wieviel Fett und wieviel Kohlenhydrate verbraucht worden sind. 

Uber die EiweiBzersetzung im Hunger beim gesunden Saugling 
ist relativ sehr wenig bekannt; wir haben nur wenige Unter- 
suchungen,') die uns Aufschlu8 iiber den N-Gehalt des Harns 
nach Nahrungsentziehung beim gesunden Kinde geben. Durch- 
schnittswerte, die sich rechnerisch verwenden lassen, liegen 
jedenfalls noch nicht vor. 

Wir sind jetzt damit beschaftigt, Material fiir die Ent- 
scheidung dieser uns wichtig erscheinenden Frist beizubringen, 
doch sind die Untersuchungen noch bei weitem nicht vor- 
geschritten genug, um etwa schon heute Durchschnittswerte 
in unseren Berechnungen einsetzen zu kénnen. 

Aber gerade bei einem der 3 Kinder, namlich Passipen, 
haben wir den Urin nach 18stiindigem Fasten wahrend 6 St. 
gesammelt und dabei sowohl den N- wie den O-Gehalt er- 


1) Literatur sieche Orgler, Der EiweiSstoffwechsel des Siuglings. 
Ergebnisse der inneren Medizin und Kinderheilkunde 2, 480. 
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mittelt. Auf 24 Stunden umgerechnet schied das Kind im 
Hunger 1,4455 g N und 1,1798 g C aus. Die N-Ausscheidung 
ist dabei auffallig hoch, doch ergab bei einem anderen Kinde 
von annihernd gleichem Gewicht und Alter der Versuch eine 
sehr ahnliche Zahl (1,4565 g N), so daB wir wohl den gefundenen 
Wert in unsere Rechnung einsetzen kénnen. Es wiirde allerdings 
dieser N-Gehalt des Harns einem EiweiBzerfall von 9,034 g ent- 
sprechen. Wir miissen uns aber erinnern, da8 wir es mit 


einem mageren Kinde zu tun haben, bei dem méglicherweise 


EiweiBabbau zu calorischen Zwecken mitgedient hat, da eben 
wenig Fett zur Verfiigung stand. Der relative hohe respira- 
torische Quotient spricht ja auch in diesem Sinne. Wir be- 
rechnen also unter Zugrundelegung dieser Werte zunichst, wie- 
viel Fett und Glykogen Kind Passipen im Hunger zugesetzt hat, 
indem wir den Durchschnitt, der auf Tabelle 2 (S. 22) fiir 
Passipen eingesetzt ist, unserer Rechnung zugrunde legen, 
uns im iibrigen der von Rubner inaugurierten Berechnungsart 
bedienen, die neuerdings von Zuntz sehr iibersichtlich dar- 
gestellt ist:*) 

Zu jedem Gramm N im Harn des Hungernden kommen 
5,923 1 O und 4,754 1 CO,, die dem zersetzten EiweiB zuge- 
héren. In unserem Falle kommen also in 24 Stunden von dem 
eingeatmeten O auf EiweiSzersetzung 1,4455 >< 5,923 1 O und 
auf 3 Stunden, die unser Versuch wahrte, der 8. Teil davon, 


pm Se o — "= 1,07021 0 und von der aus- 


geatmeten CO, mind ad 0,859 1 CO,. 

Der Sauerstoffverbrauch betrug im Durchschnitt beider 
Versuche in 3 Stunden 7,203 1, ab 1,0702 fiir EiweiBzersetzung, 
gibt 6,133 1 O und 6,0741 CO, ab 0,8591 gibt 5,2151 CO,. 

Der so verbleibende Sauerstoff in Litern minus dem ent- 
sprechenden Rest an CO, dividiert durch 0,57 ergibt das ver- 


brauchte Fett in Gramm: 


6,133 — 5,215 
also : ae —=1,61 g Fett. 





1) Zuntz und Loewy, Lehrb. d. Physiol., F. C. W. Vogels Ver- 
lag 1909, S. 661 ff. 
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Der Fettabbau in 3 Stunden betrug also 1,61 g, in 24 St. 
wiirde er somit 12,88 g betragen. 

Das Glykogen, das verbraucht wurde, berechnet sich nach 
der Formel: 

b—1,419x 
0,828 
wobei b der oben gefundene CO,-Rest, also 5,215 und x die 
oben ermittelte Fettmenge, also 1,610 g ist, somit ist die Gly- 
5,215 — 1,419 >< 1,61 
0,828 == 3,54 g. 

Es wurden also in 3 Stunden 3,54 g Glykogen zersetzt 
und in 24 Stunden dementsprechend 28,32 g. 

Damit kennen wir den Grundumsatz eines Saiug- 
lings von 4325 g (Durchschnittsgewicht aus beiden Versuchen), 
dieser betragt namlich fiir 24 Stunden: 

EiweiB: 9,03 g, 
Fett: 12,88 g, 
Kohlehydrat: 28,32 g. 

Damit wissen wir aber auch wieviel die frei gewordene 
Energie betrug, die fiir vitale Arbeitsleistung und Warme- 
strahlung nétig war; es sind namlich frei geworden: 

aus 9,03 g EiweiB 9,03 >< 4,1 —= 37 Calorien, 

» 12,88 g Fett 12,88 >< 9,3 = 120 * 
,, 28,32 g Kohlenhydrat 28,32 >< 4,1 — 116 ot 
also in Summa: 273 Calorien. 

Ein Kind von 4325 g Gewicht hat also in 24 Stun- 
den einen Grundumsatz von 273 Calorien, das ist 
pro Kilogramm 63 Calorien und pro Quadratmeter 
Oberfliche 859 Calorien, bei einer Temperatur der Um- 
gebung, die bei ca. 20°C liegt. 

Wir kénnen aber die Rechnung auch auf eine andere 
Weise anstellen: abziiglich der 1,0702 1 O, die in unserem Falle 
auf das Eiwei8 kommen, verbleiben 6,131.0, die dei der Fett- 
und Glykogenverbrennung verbraucht wurden. Da der respira- 
torische Quotient im Durchschnitt bei Passipen 0,844 war, so 
ergibt sich, da8 11 4,9151 Calorien entspricht; aus Fett- und 
Glykogenverbrennung wurden daher 29,95 Calorien in 3 Stunden 
oder 240 Calorien frei; hierzu aus 9,03 g EiweiB 9,03 >< 4,1 == 37 
Calorien, das sind 277 Calorien in 24 Stunden. 





kogenmenge : 
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Aus beiden Berechnungen, die fast genau iibereinstimmende 
Resultate ergeben, kommen wir auf einen Durchschnitt fiir den 
Grundumsatz des Sauglings von 275 Calorien bei einem Ge- 
wichte von 4325 g. 

Damit ergibt sich pro Quadratmeter bei einer Oberfliche 
von 0,3176 fiir unser Kind 866 Calorien. Vergegenwirtigen 
wir uns, was Atwater (S. 585 an der bezeichneten Stelle) 
fiir den Erwachsenen J. C. W. direkt beim Hunger nur in 
der tiefsten Ruhe fand, naimlich im Durchschnitt von nachts 
1 Uhr bis friih 7 Uhr pro Quadratmeter in der Stunde 35 Ca- 
lorien oder in 24 Stunden 840 Calorien, so fallt abermals auf, 
wie sich in dieser Hinsicht die Verhaltnisse beim Saéugling und 
Erwachsenen gleichen. 

CO,-Abgabe und O-Aufnahme sind, so weit sie mit 
der Verbrennung von Kohlehydraten und Fett zu- 
sammen hangen, direkt proportional der Oberflache: 
Fett- und Kohlehydratstoffwechsel sind bei gleichen 
Versuchsbedingungen auf die Oberflache umgerechnet 
bei allen annahernd normalen Individuen gleich. 

Man wird daher so manches, was wir vom respiratorischen 
Stoffwechsel des Erwachsenen wissen, mutatis mutandis auf 
den des Sauglings iibertragen kénnen; umgekehrt aber aus den 
Zahlen, die wir hier ermittelt haben, Riickschliisse auf die Vor- 


gange beim Erwachsenen machen kénnen. 


Protokolle: 
1. Versuch vom 14. September 1909. 
Versuchsobjekt: Simons, Elfriede. Alter: 174 Tage. 
Gewicht: 5010 g. Oberflache: 0,3505qm. Dauer d. Versuchs: 3 St. 
Ernahrung: Hunger. 
Temperatur Bar. corr. Manometer Thermobar. 
Anfangswerte: 20,5° 761,5 mm + 0,04 + 0,02 
Endwerte: 20,7° 762,0 mm + 4,71 + 1,80 
Anfangsvolum: 209,200], bei 20,5°C und 761,52 mm Hg = 189,583 1. 
Endvolum: 209,200 1, bei 20,5°C und 764,41 mm Hg = 190,409 1. 


Analysen 
der Anfangsluft: der Endluft: des Sauerstoffs: 
CO,= 0,07°/, 0,27 °/, CO, = 0,19°/, 
O, = 20,86 ,, 20,00 ,; O, = 95,00 ,, 
N, = 79,07 ,. 79,73 ,, N,= 4,81,, 
100,00°/, 100,00°/, 100,00 °/, 
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Sauerstoffbilanz: 
Vorher vorhanden 
Nachher ss 


Anfangsgewicht desGasometers. . .= 5,053 kg bei 20,8° und 761,5 mm. 
Endgewicht = a . . . == 12,369 kg bei 20,7° und 762,1 mm. 
Zugefihrt. ... . == 6,6351 bei 0° und 760 mm. 
Davon ab N,inO, = 0,3191. 
»  » CO,inO, = 0,0121. 








Netto-Sauerstoffverbrauch: 7,769 1 = 11,102 g. 
Sauerstoffverbrauch pro Kilogramm und Stunde = 0,516 1. 


Kohlensiaurebilanz: 
Vorher vorhanden. . . 0,1331. ee = 6,2021C0,. 
Nachher _,, . « — aes Ges.-Kohlensaureprod. = 6,583 1 
0,381 1. = 12,8988 g. 
Kohlenséure pro kg und Stunde = 0,438 1; Respirator. Quotient = 0,847. 


Stickstoffbilanz: 
— eye Nz aus Op (4,81°/,) =0,3191; 
1,910 1; 
Differenz = -+- 1,591 1. 
Bemerkung: Es wurden somit pro Stundeund Quadratmeter 
12,27g CO, produziert und 10,56 g O konsumiert. 


2. Versuch vom 20. September 1909, 
Versuchsobjekt: Simons, Elfriede. Alter: 180 Tage. 


Gewicht: 5115 g. Oberflache: 0,3553 qm. Dauer d. Versuchs: 3 St. 
Ernahrung: Hunger. 
Temperatur Bar. corr. Manometer Thermobar. 
Anfangswerte: 21,7° 756,7 mm + 0,02 + 0,03 
Endwerte: 20,8° 756,9 mm + 0,35 — 1,34 
Anfangsvolum: 209,050 1, bei 21,7°C und 756,7 mm Hg = 187,1501. 
Endvolum: 209,050 1, bei 21,7°C und 758,39mm Hg = 187,582 1. 


Analysen 
der Anfangsluft: der Endluft: des Sauerstoffs: 
CO, = 0,07°/, 0,23 9/9 CO, = 0,14°/, 
O, = 20,86 ,, 20,01 ,, O, = 95,33 ,, 
N, = 79,07 ,. 79,76 ,, N,= 4,53 ,, 
100,00 °/, 100,00 °/, 100,00°/, 
Sauerstoffbilanz: 


Vorher vorhanden 
Nachher is 
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Anfangsgewicht des Gasometers. . = 5,002 kg bei 756,7 mm und 20,4°C, 
Endgewicht 5 - . . = 12,630 kg bei 756,9 mm und 20.8°C. 
Zugefihbrt. .... == 6,881 1 bei 760 mm und 0°, 


Davon ab N, in O, = 0,3121. 

» 9» CO, in O, = 0,0091. 
Re 1,503 1. 
Netto-Sauerstoffverbrauch: 8,063] =11,5221g. 

Sauerstoffverbrauch pro Kilogramm und Stunde = 0,525]. 





Kohlensaurebilanz: 
Vorher vorhanden. . . 0,131 1. Aus Lauge. ... . = 6,3461 CO,. 
Nachher __,, . + are Ges.-Kohlenséureprod.— 6,646 1. 
0,300 1. = 13,0224 g. 
Kohlenséure pro kg und Stunde = 0,4331; Respirator. Quotient = 0,824, 
Stickstoffbilanz: 
Vorher vorhanden 147,979]; 
Nachher __,, 149,618 1; MN, aus Oy (6,53°/.] = 02131; 


1,639 1; 
Differenz + 1,327 1. 
Bemerkung: Es wurdensomit pro Stunde und Quadratmeter 
12,22 g CO, produziert und 10,81 g O konsumiert. 


3. Versuch vom 16. September 1909. 
Versuchsobjekt: Passipen, Johanna. Alter: 149 Tage. 
Gewicht: 4220g. Oberfliche: 0,3124 qm. Dauer des Versuchs: 3 St. 
Ernahrung: Hunger. 


Temperatur Bar. corr. Manometer Thermobar. 
Anfangswerte: 22,0° 760,6 mm + 0,05 + 0,03 
Endwerte: 21,0° 761,0 mm + 2,28 — 0,97 


Anfangsvolum: 210,0601, bei 22,0°C und 760,62 mm Hg = 188,774]. 
Endvolum: 210,060 1, bei 22,0°C und 763,85mm Hg = 189,589 1, 








Analysen 
der Anfangsluft: der Endluft: des Sauerstoffs: 
CO,= 0,07°/, 0,19°/, CO,= 0,06, 
O, = 20,86 ,, 20,25 ,, O, = 95,53 ,, 
N, = 79,07 ,, 79,56 ,, N,= 4,41 ,; 
100,00 °/, 100,00 °/, 100,00°/, 
Sauerstoffbilanz: 
Vorher vorhanden ......... 39,379 L 
Nachher ie Te eee 38,392 1. 
0,987 1. 
Anfangsgewicht des Gasometers== 5,333 kg bei 20,7° und 760,8 mm. 
Endgewicht a ™ = 12,159 kg bei 21,0° und 761,0 mm. 
Zugefihrt..... == 6,1851 bei 0° und 760 mm. 


Davon ab N, in O, = 0,273 1. 
»  » CO, in O. = 0,003 1. 
ee. + 2 4s % oS 0,987 1. 
Netto-Sauerstoffverbrauch: 6,896 | = 9,8554 g. 
Sauerstoffverbrauch pro Kilogramm und Stunde = 0,544 |. 
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Kohlensaurebilanz: 
Vorher vorhanden. . . 0,1321. Aus Lauge..... = 65,6811 CO,. 
Nachher __,, . . . 0,3601. Ges.-Kohlenséureprod.— 5,909 1. 
0,228 1. = 11,5781 g. 
Kohlensaéure pro kg und Stunde = 0,4661; Respirator. Quotient = 0,856. 
Stickstoffbilanz: 


Vorher vorhanden 149,263 1; 
Nachher __,, 150,838 1; 
1,575 1; 
Differenz = +- 1,302 1. 
Bemerkung: Es wurden pro Quadratmeter und Stunde 
12,35 g CO, produziert und 10,52 g O konsumiert. 


4. Versuch vom 6. Oktober 1909. 
Versuchsobjekt: Passipen, Johanna, Alter 169 Tage. 
Gewicht: 4430 g. Oberfliiche: 0,3228 qm. Dauer d. Versuchs: 3 St. 
Ernabrung: Hunger. 


Temperatur Bar. corr. Manometer Thermobar. 
Anfangswerte: 21,8° 755,9 mm + 0,05 — 0,05 
Endwerte: 20,8° 758,2 mm — 1,00 — 3,01 


Anfangsvolum: 209,8201, bei 21,8°C und 755,8 mm Hg = 187,518 1. 
Endvolum: 209,820 1, bei 21,8°C und 757,91 mm Hg = 188,052 1. 








Analysen 
der Anfangsluft: der Endluft: des Sauerstoffs: 
CO,= 0,07°/, 0,329/, CO,= 0,199/, 
O. = 20,86 ,, 20,00 ,, O, = 95,08 ,, 
N, = 79,07 ,, 79,68 ,, N.= 4,76 ,, 
100,00°/, 100,00°/, 100,00 °/, 
Sauerstoffbilanz: 
Vorher vorhanden....... . . 39,166 1. 
Nachher i nee eg ees. ©. «ek 
“7,505 1. 
Anfangsgewicht des Gasometers= 4,508 kg bei 20,5° und 755,9 mm. 
Endgewicht i oe = 11,550 kg bei 20,8° und 758,2 mm. 
Zugefiihrt. .... = 6,3161 bei 0° und 760 mm. 


Davon ab N, in O, = 0,3001. 
» 9 CO, in O, = 0,011 1. 
| ee eee 1,505 1. 
Netto-Sauerstoffverbrauch: 7,511 1 — 10,7332 g. 
Sauerstoffverbrauch pro Kilogramm und Stunde — 0,564 1. 





Kohlensaurebilanz: 
Vorher vorhanden. . . 0,131 1. Aus Lauge..... = 6,7691 CO. 
Nachher eo, . . - O88 1 Ges.-Kohlensiureprod.— 6,2401. 
0,471 1. = 12,2266 g. 


Koblensaiure pro kg und Stunde: 0,4691; Respirator. Quotient = 0,832. 
3* 
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Stickstoffbilanz: 
Vorher vorhanden 148,269 1; 
Nachher “ 149,841 1; 
1,572 |; 
Differenz = +- 1,272 1. 
Bemerkung: Es wurden somit 12,64 g CO, pro Stunde und 
Quadratmeter produziert und 11,08 g O konsumiert. 


5. Versuch vom 9. Februar 1910. 
Versuchsobjekt: Liibbert, Elfriede. Alter: 87 Tage. 
Gewicht: 4980 g. Oberfliche: 0,3491 qm. Dauer d. Versuchs: 3 St. 
Ernabrung: Hunger. 


Temperatur Bar. corr. Manometer Thermobar. 
Anfangswerte: 19,9° 761,9 mm +0,14 — 0,04 
Endwerte: 20,4° 764,1 mm + 4,07 + 0,96 


Anfangsvolum: 209,301, bei 19,9°C und 762,08 mm Hg = 190,486 1. 
Endvolum: 209,301, bei 19,9°C und 765,01 mm Hg = 191,2271. 





Analysen 
der Anfangsluft: der Endluft: des Sauerstofis: 
CO, = 0,07/, 1,69°/, CO,= 0,05°/, 
O, = 20,86 ,, 18,19 ,, O, = 97,50 ,, 
N, = 79,07 ,, 80,12 ,, N,= 2,45 ,, 
~~ 100,00°7, “100,007, ~~ 100,00°7, 
Sauerstoffbilanz: 
Voeher wowhemdem . . 1... 2s eo 39,735 L 
Nachher a a ae 34,784 1. 
Anfangsgewicht des Gasometers = 4,012 kg bei 20,99 und 761,4mm Hg. 
Endgewicht - ie == 8,534 kg bei 20,4° und 764,1mm Hg. 
Zugefubrt.... . =4,111T bei 0° und 760 mm. 


Davon ab N, in O, = 90,1011. 
» 9 CO, in Og = 0,002 1. 
MR s 2 6 6 « » «4 4,951 1. 
Netto-Sauerstoffverbrauch: 8,959 1 = 12,802 g. 
Sauerstoffverbrauch pro Kilogramm und Stunde = 0,599 1. 





Kohlensaurebilanz: 
Vorher vorhanden. . .0,1331 Aus Lauge..... = 3,4881 CO,. 
Nachher __,; - « - 83,2321 Ges.-Kohlensiureprod.— 6,587 1. 
30991 = 12,907 g. 
Kohlensaéure pro kg und Stunde = 0,4411; Respirator. Quotient = 0,73. 
Stickstoffbilanz: 
Vorher vorhanden 150,617]; 
Nachher ,, 153,211 1; Ne 98 Op (2,45°/) =0,1011; 


Fehler = -+- 2,493 1. 
Bemerkung: Es wurdensomit proStunde und Quadratmeter 
12,83 g CO, produziert und 12,22 g O konsumiert. 
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6. Versuch vom 15. Februar 1910. 
Versuchsobjekt: Liibbert, Elfriede. Alter: 93 Tage. 
Gewicht: 5050 g. Oberfiiche: 0,3519 qm. Dauer des Versuchs: 3 St. 
Ernahrung: Hunger. 


Temperatur Bar. corr. Manometer Thermobar 
Anfangswerte: 21,4° 738,0 mm + 0,06 — 0,04 
Endwerte: 20,7° 738,0 mm + 3,85 — 1,40 


Anfangsvolum: 209,2001, bei 21,4°C und 738,1 mm Hg = 182,848 1. 
Endvolum: 209,200 1, bei 21,4°C und 743,25mm Hg = 184,1621. 





Analysen 
der Anfangsluft: der Endluft: des Sauerstoffs: 
CO, = 0,07°/, 0,81°/9 CO, = 0,07%/, 
O, = 20,86 ,, 19,02 ,, O, = 97,34 ,, 
N, = 79,07 ,, 80,17 ,, N,= 2,59 ,, 
100,00°/, 100,00 °/, 100,00°/, 
Sauerstoffbilanz: 
Vorher vorhanden ......... 38,142 1. 
Nachher 9 eee aera mae a eae 35,026 1. 
“31161 
Anfangsgewicht des Gasometers — 4,132 kg bei 20,8° und 738,1 mm Hg, 
Endgewicht a ™ = 9,930 kg bei 20,7° und 738,0mm Hg. 
Zugefiihrt..... == §,0911 bei 0° und 760 mm. 


Davon ab Ng in O, = 0,132L 
“ »» CO, in O, = 0,003 1. 
eee ae eee 3,116 1. 
Netto-Sauerstoffverbrauch: 8,072 1 =11,5347g. 
Sauerstoffverbrauch pro Kilogramm und Stunde = 0,534 1. 





Kohlensaurebilanz: 
Vorher vorhanden. . . 0,1281. Aus Lauge..... = 4,8211 CO,; 
Nachher se, es Ges.-Kohlenséureprod.— 6,184 1. 
1,363 1. = 12,1172 g. 
Kohlensiure pro kg und Stunde = 0,4091; Respirator. Quotient = 0,76. 
Stickstoffbilanz: 


Vorher vorhanden 144,577 1; A 
Nachher ,, 147,6311; Ns 98 Os (2,50°/o) = 0,1321; 
3,054 T; 
Fehler = +- 2,922 1. 
Bemerkung: Es wurden somit proStunde und Quadratmeter 
11,48 g CO, produziert und 10,93 g O konsumiert. 


7. Versuch vom 18. Oktober 1909. 
Versuchsobjekt: Passipen, Johanna. Alter: 181 Tage. 


Gewicht: 4410 g. Oberfliiche: 0,3218 qm. Dauer d. Versuchs: 6%/, St. 
Ernahrung: Hunger. 


Temperatur _ Bar. corr. Manometer Thermobar. 
Anfangswerte: 21,2° 754,6 mm + 0,00 + 0,00 
Endwerte: 20,5° 756,3 mm + 2,80 — 2,35 


Anfangsvolum: 208,72 1, bei 21,2°C und 754,6 mm Hg = 186,809 1. 
Endvolum: 208,725 1, bei 21,2°C und 759,75 mm Hg = 188,1221. 





A. SchloBmann und H. Murschhauser: 


Analysen 
der Anfangsluft: der Endluft: des Sauerstoffs: 
I. IL. 
CO,= 0,07°/, 0,36°/,  CO,— 0,36%,  0,12%/, 
O, = 20,86 ,, 20,17 ,, O,—= 95,60 ,, 95,74 ,, 
N, = 79,07 ,, 79,47 ,, N= 4,04,, 4,14,, 
100,00 °/, 100,00°/, 100,00°/, 100,00°/, 





Sauerstoffbilanz: 
Vorher vorhanden 
Nachher - 


Anfangsgewicht des Gasometers I— 4,345 kg bei 755,0mm und 18,6° C. 
Endgewicht ” on I = 13,569 kg bei 756,3 mm und 20,5° C. 
Zugefiihrt . . . . . = 8,3911 bei 0° und 760 mm. 
Anfangsgewicht des Gasometers II— 4,557kg bei 20,4° und 754,5 mm. 
Endgewicht . a II = 13,522 kg bei 20,5° und 755,0 mm. 
Zugefiihrt = 8,0761 bei 0° und 760 mm. 
Davon ab N, in O, = 0,673 1. 
» 99 CO, in O, — 0,039 1. 
- « 10881 
Netto-Sauerstoffverbrauch: 16,778 1=23,9756g. 
Sauerstoffverbrauch pro Kilogramm und Stunde = 0,585 1. 











Kohlensaurebilanz: 
Vorher vorhanden. . . 0,131 1. Aus Lauge. .... = 13,7061 CO,. 
Nachher ia o « «Ok Ges. -Kohlensaéureprod.— 14,252 1. 
0,546 L. = 27,9253 g. 
Kohlensaéure pro kg und Stunde — 0,4971; Respirator. Quotient — 0,849. 
Stickstoffbilanz: 
Vorher vorhanden 147,710]; 4,04 °/, 
Nachher ,, 149,500; Ne us Oe (a4 a 
1,790 1; 
Differenz = +- 1,1171. 
Bemerkung: Das Kind war etwa 1/, Stunde recht unruhig. 
Die CO,-Prodaktion betrug pro Quadratmeter und Stunde 
13,35 g, der O-Verbrauch 11,46 g. 


= 0,673 1; 


8. Versuch vom 21. Januar 1910. 

Versuchsobjekt: Niesmann, Wilhelmine. Alter: 168 Tage. 
Gewicht: 5440g. Oberfliche: 0,3699 g. Dauer des Versuchs: 3 St. 
Ernabrung: Hunger. 

Temperatur _ Bar. corr. Manometer Thermobar. 
Anfangswerte: 21,9° 748,1 mm + 0,17 — 0,10 
Endwerte: 20,7° 748,9 mm + 3,62 — 3,41 
Anfangsvolum: 209,1101, bei 21,9°C und 748,37 mm Hg = 184,897 L. 
Endvolum: 209,1101, bei 21,9°C und 755,13 mm Hg = 186,609 1. 
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Analysen 
der Anfangsluft: der Endluft: des Sauerstoffs: 
CO, = 0,079/, 0,22°/, CO, = 0,09°/, 
O, = 20,86 ,, 20,04 ,, O, = 98,01 ,, 
Nz = 79,07 ,; 79,74 ,, N= 1,90,, 
100,00°/, 100,00°/, 100,00°/, 
Sauerstoffbilanz: 
Vorher vorhanden 38,569 1. 
Nachher o 
1,173 1. 
Anfangsgewicht des Gasometers = 4,158 kg bei 748,2mm und 20,6°. 
Endgewicht a =. = 12,863 kg bei 748,9mm und 20,7°. 
Zugefihrt..... == 7,765 1 bei 0° und 760 mm, 
Davon ab Ny, in O, =—0,148L 
54 » CO, in O, = 0,007 1. 








Netto-Sauerstoffverbrauch: 8,783 | = 12,551 g. 
Sauerstoffverbrauch pro Kilogramm und Stunde = 0,537 1. 


Kohlensaurebilanz: 
Vorher vorhanden. . . 0,129 1, Aus Lauge..... = 6,9681 CO, 
Nachher _,, o « oak Ges.-Kohlensaiureprod.— 7,250 1. 
0,282 1. = 14,206 g. 
Kohlenséure pro kg und Stunde = 0,4431; Respirator. Quotient — 0,825; 
Stickstoffbilanz: 
Vorher vorhanden 146,196 1; 
Nachher ” 148,803 1; 
+ 2,607 |; 
Fehler = +- 2,459 1. 
Bemerkung: Das Kind produzierte 12,91 gCO, pro Quadrat- 
meter und Stunde und verbrauchte 11,31 g O. 


N, aus O, (1,90°/,) = 0,148 1; 


9. Versuch vom 19, Februar 1910. 
Versuchsobjekt: Niesmann, Wilhelmine. Alter: 196 Tage. 
Gewicht: 5575 g. Oberfliche: 0,3759 qm. Dauer d. Versuchs: 2!/, St, 
Ernabrung: Hunger. 
Temperatur Bar. corr. Manometer Thermobar. 
Anfangswerte: 21,9° 746,7 mm + 0,07 — 0,04 
Endwerte: 20,6° 746,4 mm — 0,95 — 1,20 
Anfangsvolum: 208,6801, bei 21,9°C und 746,81mm Hg = 184,121 1. 
Endvolum: 208,680 1, bei 21,9°C und 746,95 mm Hg = 184,158 1. 
Analysen 
der Anfangsluft: der Endluft: des Sauerstoffs: 
COg= 0,07°/, 0,77 °/o CO, = 0,08°/, 
O, = 20,86 ,, 18,60 ,, O, = 97,63 ,, 
N, = 79,07 ,, 80,63 ,, Ns= 2,20,, 
100,00°/, 100,00°/, 100,00°/, 
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Sauerstoffbilanz: 
Vorher vorhanden 
Nachher ™ 


Anfangsgewicht des Gasometers= 4,055 kg bei 20,6° und 746,9 mm. 
Endgewicht és ad = 11,409 kg bei 20,6° und 746,2 mm. 
Zugefihrt. .... == 6,5441 bei 0° und 760 mm. 
Davon ab N, in O, = 0,1501. 
” » CO, in Og = 0,005 1. 








Netto-Sauerstoffverbrauch: 10,543 l= 15,0659. 
Sauerstoffverbrauch pro Kilogramm und Stunde=— 0,756 1. 


Kohlensiaurebilanz: 
Vorher vorhanden. . . 0,1291. Aus Lauge..... = 17,2731 COg 
Nachher ___,; + «oe Ges.-Kohlensaéureprod.—= 8,562 1. 
“T2891. = 16,777 g. 
Kohlensaure pro kg und Stunde = 0,6141; Respirator. Quotient = 0,812. 


Stickstoffbilanz: 

Vorher vorhanden 145,583 1; 

Nachher ,, — 148,4861; Na 9¥8 Os (2,20°/,) =0,1601; 

Fehler = +- 2,65 1. 

Bemerkung: Das Kind war zwischen diesem und dem 
Versuch 8 abgestillt worden. Die CO,-Produktion pro 
Quadratmeter und Stunde war 17,85 g, der O-Verbrauch 
16,03 g. 





Uber Lipoide. 
Von 


Sigmund Frinkel. 


X. Mitteilung. 


Uber den Nachweis von Galaktose in Lipoiden. 
Von 
Kurt Linnert. 


(Aus dem Laboratorium der Ludwig Spiegler-Stiftung; Wien.) 
(Hingegangen am 14, April 1910.) 


Die gebrauchlichste Methode, Galaktose nachzuweisen, be- 
steht in der Uberfiihrung derselben in Schleimsiéure durch 
Oxydation mit Salpetersiure von 1,15sp.G. Die Schleimsiure 
ist durch ihre Wasserunléslichkeit, die sandigen, knirschenden 
Krystalle und ihren Schmelzpunkt von 225° charakterisiert. 

Wir verwenden, um uns schnell dariiber zu orientieren, 
ob die Lipoide Galaktoside oder mit Galaktosephosphorsiuren 
kombinierte Verbindungen sind, oder ob ein Praparat mit 
galaktosehaltigen Substanzen verunreinigt ist, die Orcin-Eisen- 
chlorid-Salzséure-Reaktion, die so ausgefiihrt wird, daB wir in 
einer Eprouvette der zu untersuchenden Substanz einige 
K6rnchen Orcin, einen Tropfen Eisenchloridlésung und etwa 
10 com rauchende konz. Salzséure oder einfach Obermayers 
Reagens (11 konz. Salzsiure, 4 g Eisenchlorid) zusetzen und 
kochen. Je nach dem Gehalte der Galaktose tritt nach 
kiirzerem oder lingerem Kochen eine griinliche bis blaugriine 
Farbung auf. Der Farbstoff l46t sich mit Amylalkohol auf- 
nehmen. 

Freilich ist die Orcinreaktion durchaus keine fiir Galaktose 
spezifische; war sie doch fiir Pentosen angegeben worden, aber 
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sehr bald wurde der Beweis erbracht, daB sie auch bei Hexosen und 
Glucuronsaéuren[T ollens, E.C. vanLeersum’)], sogar bei EiweiB- 
arten, die eine Kohlenhydratgruppe enthalten [Bial*)], positiv 
ausfalle. Da es aber bisher nicht gelungen ist, auBer der Galaktose 
ein anderes Kohlenhydrat in den Gehirnlipoiden nachzuweisen, 
so ist wohl fiir diesen speziellen Zweck die Orcinreaktion 
spezifisch fiir Galaktose. Die von Levene stammende Angabe, daB 
er im Gehirnprotagon Pentosen mittels Orcin gefunden habe, ist 
wohl auf eine irrige Deutung der Orcinreaktion seinerseits zu- 
riickzufiihren. Diese Angabe findet sich in einer Mitteilung 
W. Kochs.*) Sie ist iibergegangen in das Oppenheimersche 
Handbuch der Biochemie 2, 2 T., S. 289 und ist als irrtiim- 
lich zu streichen. Wie empfindlich die Orcinprobe fiir Galak- 
tose ist, geht aus Kontrollversuchen hervor, die wir mit reinstem 
Kahlbaumschen Praparat anstellten. Dieselben ergaben, da8 
bei Verdiinnungen von 1:1000 eine deutlich blaugriine Farbung 
auftrat, bei solchen von 1:5000 noch eine ausgesprochene griine, 
und erst bei Lésungen von 1:10000 die Reaktion versagte. 

Den strikten Beweis, daB ein Gehirnlipoid Galaktose ent- 
halte, fiihren wir, indem wir nach beendeter Hydrolyse die 
Galaktose F 

1. in das a-Methylphenylhydrazon iiberfiihren, 

2. dieselbe rein darstellen. 

1. Die mineralsaure Lésung der Galaktose wird mit 
Natriumacetat im Uberschu8 bis zum Verschwinden der blauen 
Kongoreaktion versetzt und a-Methylphenylhydrazin hinzugefiigt 
und kurze Zeit, 5 Minuten, im Wasserbade erhitzt. Nach dem 
Erkalten wird der entstandene Niederschlag auf dem Filter 
mit kaltem Wasser gewaschen und zwei- bis dreimal aus ab- 
solutem Alkohol umkrystallisiert. Schmelzpunkt und krystallo- 
graphischer Befund sind durchaus charakteristisch fiir diesen 
Koérper. Schon Lobry de Bruyn und van Eckenstein*) 
haben dieses Hydrazon dargestellt und den Schmelzpunkt mit 
180° angegeben. Morrell und Crofts*) haben aber fiir ein Pra- 


1) Beitriige z. chem. Physiol. u. Pathol. 5, 510. 

2) Zeitschr, f, klin. Med. 50, 417, 

3) Zeitschr. f. physiol. Chem. 53, 496, 1907, 

*) Rech: des trav. chim. des Pays Bas 15, 226. 

5) Journ. of the chemical Society of London 75, 790. 
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parat F. 187° unter Zersetzung angegeben. Wnser aus dem Gehirn 
unter den angegebenen Bedingungen gewonnenes Hydrazon gab 
aber einen Schmelzpunkt von 189° (unc.). Unsere Priaparate 
schmelzen glatt ohne Zersetzung, das aus reinster Galaktose dar- 
gestellte Hydrazon sogar bei 190° (unc.), eine Mischprobe beider 
zeigte kein Absinken des Schmelzpunktes, so daB wir uns 
fiir berechtigt halten, den Schmelzpunkt des Galaktose-a-methyl- 
phenylhydrazons mit 190° (unc.) anzugeben. C. Neuberg’) hat 
schon friiher den Schmelzpunkt des Galaktose-methylphenylhydra- 
zons zu 191° angegeben und die Krystalle als prismatische Saulen 
(nach dem Umkrystallisieren aus heiBem Wasser) bezeichnet. 

Den krystallographischen Befund verdanken wir der 
Liebenswiirdigkeit der Fr. Dr. H. Gerhart vom mineralogisch- 
petrogr. Universitatsinstitut Wien: Silberglinzende, rhombische 
Tafelchen von nahezu quadratischer Begrenzung, Ausléschung 
in der Diagonale. Auf der Fliche des Blattchens tritt genau 
zentrisch die erste positive Mittellinie auf; Achsenwinkel 
schitzungsweise zwischen 60° und 70°, Achsenebene in der 
lingeren Diagonale. Doppelbrechung nicht besonders hoch, 
ebenso Lichtbrechung. 

2. Die Reindarstellung der Galaktose ist zuerst Thudichum®) 
gelungen, der das gewonnene Kohlenhydrat als Cerebrose be- 
zeichnete. Den Beweis, da8 Thudichums Cerebrose mit 
d-Galaktose identisch sei, hat Thierfelder*) erbracht. Wir 
empfehlen fiir die direkte Reindarstellung der Galaktose aus 
Lipoiden folgenden Vorgang: Nach durchgefiihrter, meist 
schwefelsaurer Hydrolyse wird nach Gewinnung der Fettsaiure 
und Base die Schwefelsiure in der Mutterlauge durch Atzbaryt 
und Bariumcarbonat exakt neutralisiert, das Filtrat durch 
Vakuum-Destillation zum diinnen Sirup eingeengt, dieser mit 
wenig absolutem Methylalkohol ausgekocht, filtriert und mit 
viel Ather versetzt. Im Laufe von Tagen, besonders wenn die 
Wiinde des GefiBes angerieben werden, krystallisiert die Galak- 
tose in einer feinkrystallinischen Kruste aus. Durch einmaliges 
Umkrystallisieren aus Methylalkohol erhalt man sie analysenrein. 

1) Diese Zeitschr. 3, 591, 1907: 


2) Chemische Konstitution des Gehirns des Menschen und der Tiere. 
3) Zeitschr. f. physiol. Chem. 14, 209. 





Ober Lipoide. 
Von 
Sigmund Frinkel. 


XI. Mitteilung. 


Vergleichend-chemische Gehirnuntersuchungen. 
Von 
Kurt Linnert. 
(Aus dem Laboratorium der Ludwig Spiegler-Stiftung, Wien.) 


(Eingegangen am 14, April 1910.) 


Physiologie, vergleichende und pathologische Anatomie 


haben unsere Kenntnisse iiber das Gehirn und seine Funktionen 
wesentlich erweitert, nur unser Wissen iiber den Chemismus 
desselben ist kaum iiber die Anfangsgriinde hinaus gekommen. 
Seit den Untersuchungen Chossats steht die Tatsache 
fest, daB das Gehirn selbst bei lange fortgesetztem Hungern 
nur sehr wenig von seinem urspriinglichen Gewicht verliert. 
Zur Erklarung dieser merkwiirdigen Tatsache hat man ange- 
nommen, da8S der Organismus zur Schonung seines edelsten 
Organes das zur Erhaltung nétige Brennmaterial friiher allen 
anderen Geweben entnimmt und dem Gehirn auch im Hunger 
fiir dessen eigenen Stoffwechsel Substanzen zufiihrt, so daB die 
Gewebssubstanzen des Gehirns nicht angegriffen werden. Wir 
wissen ja aus den Miescherschen Beobachtungen am Rhein- 
lachs, daB wihrend der Geschlechtsperiode dieses Tier im SiB- 
wasser hungert, dabei aber die Geschlechtsorgane nicht nur 
ihren Bestand wahren, sondern an Substanz unverhiltnismaBig, 
und zwar auf Kosten der einschmelzenden Rumpfmuskulatur 
zunehmen (Mieschers Liquidation). Eine gleiche Vorstellung 
ware fiir das Zentralnervensystem hungernder Tiere zulassig. 
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Diese Tatsache, daB das Gehirn im Hunger kaum an 
Gewicht verliert, ist seither mehrfach bestitigt worden. Die 
Erklarungen hierfiir aber differieren stark. Eine andere Erklarung 
vermeint wieder, daB der Stoffwechsel des Gehirns ein so triger 
sei, daB der auf das Gehirn entfallende Anteil der Verbrennungs- 
prozesse im Vergleich zu denen des iibrigen Kérpers kaum in 
die Wagschale falle. Die alteren Angaben der Stoffwechsel- 
physiologen gehen dahin, da8 im Schlaf der Gaswechsel weit- 
aus geringer als im Wachzustande sei. Aber es konnte gezeigt 
werden, daB8 nicht der Schlaf den Gaswechsel herabsetzt, sondern 
die niedrigeren Werte fiir die Verbrennung daher riihren, da8 
im Wachzustande keine vollkommene Muskelruhe herrscht und 
daher die Differenz zwischen Schlaf und Wachzustand stammt. 
A. Loewy’) wies dann nach, da8 der Sauerstoffverbrauch beim 
Wachen und im Schlafe ganz unwesentlich verschieden und die 
Differenz durch die im Schlafe kleinere Atemarbeit zu erklairen 
sei. Zu genau gleichem Resultate kam Johannson’). 

Tatsachlich schienen die Ergebnisse der Untersuchungen 
von Speck*) und Johannson‘), die lehren, da8 der Sauer- 
stofiverbrauch des arbeitenden und des schlafenden Gehirns 
fast derselbe sei, in diesem Sinne zu sprechen. Gerade zu gegen- 
teiliger Anschauung aber zwingen die Befunde Wintersteins’), 
der zeigte, daS8 der Sauerstoffverbrauch des Zentralnerven- 
systems des Frosches fiinfmal gréBer sei als der des iibrigen 
K6rpers, und weiter die bekannte Erfahrung, da8 das Gehirn 
auf ungeniigende Sauerstoffzufuhr sofort mit schweren Funk- 
tionsstérungen reagiert. 

Endlich kénnte die Resistenz des Gehirns gegen die Ab- 
nahme seines Gewichtes noch erklart werden, wenn der Ca- 
lorienwert seiner Konstituenzien ein so hoher ware, da8 schon 
die Verbrennung geringer Mengen desselben geniigte, um die fiir 
die Funktionstatigkeit nétige Energie aufzubringen. In der Tat 
haben im hiesigen Laboratorium nach dieser Richtung aus- 
gefiihrte Untersuchungen gelehrt, daB der Calorienwert einer 


1) Berl. klin. Wochenschr. 1891, 437. 

2) Skand. Arch. 8, 1898 und 11. 

3) Physiologie des menschlichen Atmens, Leipzig 1892. 
*) Skand. Arch. 11. 

5) Zeitschr. f. allg. Physiol. 6, 315. 
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Reihe von Lipoiden den der héchstwertigen Fette nicht nur 
erreicht, sondern sogar iibertrifft. 

In diese verworrenen und durchaus ungeklarten Verhalt- 
nisse glaubten wir durch das Studium der Gehirnlipoide fér- 
dernd eingreifen zu kénnen. Da8 diese bei ihren bedeutungs- 
vollen physikalischen und chemischen Eigenschaften (hoher 
Calorienwert, enorme Sauerstoffaviditét der ungesattigten Phos- 
phatide) eine hervorragende Rolle im chemischen Haushalt des 
Gehirns spielen, ist wohl mit groBer Wahrscheinlichkeit anzu- 
nehmen. Das chemische Studium der Gehirnsubstanzen hat 
gezeigt, daB die Hauptmasse der extrahierbaren Stoffe (Lipoide) 
stark ungesattigt und ungemein sauerstoffavid ist, und auf diese 
Eigenschaft, auf die Fahigkeit, an dem Orte der doppelten Bin- 
dung der ungesiittigten Kette atmospharischen, molekularenSauer- 
stoff anzulagern und durch Umwandlung in atomistischen ihn zur 
Oxydation leicht oxydabler Kérper der Gewebe geeignet zu machen, 
haben Sigmund Frankel und Ludwig Dimitz') ihre Theorie 
iiber Gewebeatmung durch Intermediarkérper aufgebaut. 

Unser Gedankengang war folgender: Wenn es gelinge, zu 
zeigen, da®B bestimmten Funktionsstérungen des Gehirns kon- 
stant Veranderungen im Gehalt oder in der Gruppierung der 


Lipoide entsprechen, so wire damit die Méglichkeit gegeben, 
dem Verstaéndnis der funktionellen Bedeutung dieser Kérper 
und damit auch dem Chemismus des Gehirns naher zu kommen. 
Nun sind die physiologischen Verhaltnisse gar nicht bekannt. 
Diese selbst aber miissen fiir die Entwicklung in der Phylogenese 
und Ontogenese die interessantesten Tatsachen beim Studium 


liefern, wenn es nur gelingt, mit geniigender Prizision die 
Gruppen der verschiedenen Phosphatide und der iibrigen Lipoide 
voneinander zu trennen. 

Zu diesem Zwecke erschien es uns notwendig, uns zunachst iiber 
den Gehalt normaler Gehirne an Lipoiden und iiber die Verteilung 
derselben in einzelnen Abschnitten des Gehirns zu orientieren. 
Wir unterscheiden folgende Gruppen der Lipoide, die wir mit ge- 
niigender Sicherheit kennen und zu trennen vermégen. Wir kénnen 
innerhalb der Hauptgruppen besondere sehr wichtige Substanzen 
ohne eingehende praparative Arbeit quantitativ bestimmen: 

1. die Gruppe der Cholesterine; 


1) Wiener klin. Wochenschr. 1909, Nr. 51. 
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2. die ungesiattigten Phosphatide (Kephaline, Myeline, 
Sahidin) ; 

3. die gesittigten Phosphatide, Sphingogalaktoside, Sulfatide. 

Wir haben nach S. Frankels Methode der fraktionierten 
Extraktion’) der Gehirnlipoide eine Reihe von Tierhirnen, das 
Hirn des Kindes im Gegensatz zu Erwachsenen, ferner vom 
menschlichen Gehirn die Rinde, das Mark, Briicke und ver- 
langertes Mark, Kleinhirn und endlich, um die Unterschiede 
zwischen Gehirn und Riickenmark zu illustrieren, das Riicken- 
mark und Hirn des Rindes jedes fiir sich untersucht und die 
Ergebnisse unserer Untersuchungen in der nachfolgenden Ta- 
belle (siehe 8.50) zusammengestellt. 

Wenn auch die Zahl der Untersuchungen eine relativ ge- 
ringe ist, so glauben wir doch mit einiger Berechtigung folgende 
interessante Tatsachen aus dem gewonnenen Zahlenmaterial ab- 
leiten zu diirfen. 

Untersucht man das Gesamthirn hoéher organisierter Tiere 
aufsteigend bis zum Menschen, so sieht man, da die Unter- 
schiede nur innerhalb geringer Grenzen schwanken, mit anderen 
Worten: das Verhaltnis zwischen Trockensubstanz, Ge- 
samtlipoiden und den einzelnen Gruppen der letzteren 
ist in der Phylogenese ein ziemlich konstantes. 

Die Masse des Gehirns wachst an Gewicht entsprechend 
dem zunehmenden Kérpergewicht, das Verhaltnis der einzelnen 
chemischen Bestandteile zum Gehirn ist aber innerhalb geringer 
Grenzen dasselbe. 

Beim Vergleich der Verainderungen des wachsenden Rinder- 
und Menschenhirns konstatiert man bei beiden eine Zunahme 
der Trockensubstanz und der Gesamtlipoide mit dem Wachs- 
tum des Individuums; beim Menschen nehmen letztere aller- 
dings viel auffalliger zu. Im Verhalten der einzelnen Frak- 
tionen aber ist ein noch viel auffalligerer Unterschied: Beim 
Rinderhirn ist der Acetonextrakt fast doppelt so groB als beim 
Kalbshirn, die ungesattigten Phosphatide des Petrolaitherextraktes 
nehmen mit der Entwicklung des Gehirns ab, die gesattigten 
nehmen nur ganz mafig zu. Beim wachsenden Menschenhirn 
aber bleibt der Acetonextrakt fast unveraindert, die ungesittigten 
Phosphatide nehmen zu, die gesattigten nehmen ab. 

1) Diese Zeitschr. 19, 254. 
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Ganz anders gestalten sich die Verhaltnisse, wenn man in 
gleicher Weise einzelne Abschnitte des Gehirns untersucht. Ver- 
gleicht man zunachst Rinde und weife Substanz des mensch- 
lichen Gehirns — wobei allerdings darauf zu achten ist, dai 
beide, soweit es makroskopisch méglich ist, peinlich genau 
herausprapariert werden —, so laBt sich die bekannte Tat- 
sache, daB die weichere Rinde wasserreicher ist als das zahere 
Mark, zahlenmaBig bestitigen. Die Trockensubstanz der Rinde 
besteht nicht einmal zur Halfte aus Lipoiden, diejenige der 
weiBen Substanz fast zu drei Vierteln. Trotz der scheinbaren 
Gleichheit in den Prozentzahlen der Acetonextrakte von Rinde 
und Mark besteht eine auffallende Differenz in ihrer Zusammen- 
setzung: Der Acetonextrakt der weiBen Substanz be- 
steht zum gréBten Teil aus Cholesterin; die Rinde 
aber ist arm an Cholesterin, und ihr Acetonextrakt 
enthalt vorwiegend ein ungesattigtes Phosphatid. Die 
von Petrolaither aufgenommenen ungesattigten Phosphatide 
der Rinde verhalten sich zu denen der weiSen Substanz an- 
naihernd wie 2:3; umgekehrt ist die Rinde reicher an gesittigten 
Lipoiden als das Mark. 

Briicke und verlangertes Mark sind nach der weifen Sub- 
stanz die wasserirmsten Anteile des menschlichen Gehirns. Auf- 
fallend sind in den beiden untersuchten Fillen die enormen 
Differenzen in den Zahlen sowohl der Gesamtlipoide als auch 
ihrer Fraktionen trotz vdéllig gleichen Wassergehaltes. Ob schon 
unter normalen Verhiltnissen derartige bedeutende Schwan- 
kungen vorkommen, dariiber miissen weitere ausgebreitetere 
Untersuchungen Aufklaérung bringen. 

Das Kleinhirn nahert sich in seinen Verhaltniszahlen sehr 
der Rinde; es ist wasserreich und lipoidarm; die Prozentzahl 
des Acetonextraktes ist fast dieselbe wie die der Rinde, an un- 
gesaittigten Phosphatiden ist es reicher, an gesattigten armer 
als die Rinde. 

Das Riickenmark des Rindes ist unvergleichlich wasser- 
armer als sein Gehirn; die Trockensubstanz des Riickenmarkes 
besteht zu */, aus Lipoiden, wahrend die Lipoide des Gehirns 
nur */,; seiner Trockensubstanz ausmachen. Die Acetonextrakte 
beider differieren nicht bedeutend, der Petrolatherextrakt des 
Riickenmarkes ist fast doppelt so groB als der des Gehirns, 
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umgekehrt enthalt das Gehirn prozentuell fiinfmal so viel ge- 
sittigte Lipoide als das Riickenmark. 

Es wird nun zunachst unsere Aufgabe sein, durch eine 
groBe Serie von Untersuchungen des Menschenhirns die phy- 
siologischen Grenzwerte fiir Wasser- und Lipoidgehalt des Ge- 
samthirns und seiner Abschnitte festzustellen; es wird weiter 


notig sein, nicht bei der Bestimmung der einzelnen Extrakte 


stehen zu bleiben, sondern diese, Schritt haltend mit der Er- 
kenntnis der chemischen Zusammensetzung der einzelnen Phos- 
phatide, in ihre Bestandteile zu zerlegen und letztere quantitativ 
zu bestimmen. Wie verschieden dieselben Extrakte verschie- 
dener Gehirnabschnitte zusammengesetzt sind, geht aus fol- 
gendem Beispiel hervor: 

Der Petrolitherextrakt der weiBen Substanz enthalt . . . 48°/, Kephalin. 

» Briicke und des verlangerten 


Markes enthilt 30 ,. oa 
” » Rinde enthalt nur 


Erst wenn durch eine geniigende Anzahl von Untersuchungen 
die normalen Verhaltnisse geklart sein werden, wird es sich 
empfehlen, zur Untersuchung pathologischer Gehirne iiber- 
zugehen. 

Quantitativ chemische Untersuchungen des Gehirns sind 
bisher nur in geringer Zahl ausgefiihrt. Die Befunde Petrow- 
skys‘), der noch der Anschauung war, da8 der Atherextrakt 
des Gehirns Fette enthalte, haben wohl nur historisches In- 
teresse. 

De Regibus’), Bourgoin*) und Forster‘) bestimmten 
nur den Wassergehalt des menschlichen Gesamthirns, der grauen 
und weiBen Substanz, und fanden Werte, die 

fiir das Gesamthirn zwischen 78,78°/, und 80,93°/, 

», die graue Substanz _,, ae . 6. Ce 
in a pe én 69,15,, ,, 73,50,, 
schwankten. 

Thudichum®) hat das Verhaltnis von Kephalin, Lecithin 
und Cholesterin zur feuchten Hirnsubstanz festgestellt, 


1) Pfliigers Arch. 7. 

2) Atti de la Reg. Acad. di Med. di Torino 1884. 

3) Rech. chim. sur le cerveau, Paris 1866. 

4) Beitr. z. Biol., Festschr. Bischoff, Stuttgart 1882. 

5) Die chemische Konstitution des Gehirns d. Menschen u. d. Tiere, 
Tiibingen 1901. 
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Uber Lipoide. XI. 51 


8. Frankel’) hat aus 100 kg Menschenhirn die Durchschnitts- 
werte fiir Wasser und Lipoide in derselben Weise wie wir be- 
rechnet und gefunden: 

Trockensubstanz 

Aus der Trockensubstanz betrigt der 

Acetonextrakt 

Petrolatherextrakt 

Benzolextrakt = 

Alkohol ,, 

Ather ,, 


Noll*) bestimmte den Wasser- und Protagongehalt vom 
Menschen- und Ochsenhirn und einzelner Abschnitte desselben, 
ferner des Nervus ischiadicus des Pferdes. 

W. Koch und §S. A. Mann’) stellten fest, daB mit dem 
Wachstum des Menschenhirns eine Abnalime des Wassergehaltes, 
der Proteine, der Extraktivstoffe und der Asche, aber eine Zu- 
nahme der Ceribrine, des Lipoidschwefels und des Cholesterins 
einhergehe. 

Von Bibras Untersuchungen gingen dahin, festzustellen, 
wie viel das Gehirn oder Teile des Gehirns vom Menschen und 
Tieren an Wasser, Atherextrakt und festem Riickstand ent- 
halten. 

M.Cohn*) schlieBt aus seinen Untersuchungen iiber Kalk-, 
Phosphor- und Stickstoffgehalt von 13 Kinderhirnen, daB das 
Gehirnwachstum jenseits des 1. Lebensjahres sich mehr durch 
Ansatz N-freier als durch Zunahme N-haltiger Substanz vollziehe. 


Methodik. 


Gehirnbrei wird im Trockenkasten zur Konstanz getrocknet 
und zunachst der Wassergehalt bestimmt, oder der Gehirnbrei 
wird in Aceton gebracht, der wiasserige Aceton nach einiger 
Zeit abfiltriert und nun mit warmem Aceton erschépfend extra- 
hiert. Der kalte und warme Acetonextrakt werden zusammen- 
gewogen. Die gesamte Trockensubstanz oder ein aliquoter Teil 
derselben wird dann im Soxhletapparat der Reihe nach warm 
mit Aceton, niedrig siedendem Petrolither, Benzol und ab- 


1) Diese Zeitschr. 19, 254. 
2) Zeitschr. f. physiol. Chem. 27, 370. 
8) Journ. of Physiol. 36, proc. XXXVI. 
4) Deutsche med. Wochenschr,, Nov. 1907, H. 48. 
4* 
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solutem Alkohol erschépfend extrahiert und zum Schlu8 mit 
80°/,igem Alkohol ausgekocht. Aus den einzelnen Extrakten 
wird das Lésungsmittel entweder abdestilliert oder einfach ver- 
jagt, der Riickstand zur Konstanz getrocknet und das Gewicht 
desselben in ein prozentuelles Verhaltnis zum Gewicht des 
Ausgangsmaterials, der Trockensubstanz und der Gesamtlipoide 
gebracht. 

Aceton nimmt das gesamte Cholesterin und neben anderen 
noch nicht geniigend studierten Substanzen ein ungesattigtes, 
mit Cadmium fallbares Phosphatid auf, das fiir den Aufbau der 
Gehirnrinde von wesentlicher Bedeutung ist; in den Petrolaither 
gehen neben geringen Mengen eines Sphingogalaktosids die un- 
gesaittigten Phosphatide iiber, nimlich Kephalin, Myelin und 
das letzthin von uns') beschriebene, vom Lecithin des Ochsen- 
hirns abweichende Sahidin. 

Benzol, absoluter und verdiinnter Alkohol sind die Lésungs- 
mittel fiir die gesattigten Lipoide, also fiir die Sphingogalakto- 
side, das Sphingomyelin, die Sulfatide und einige noch unbe- 
kannte K6rper. 

Die Trennung derselben durch die fiir die Extraktion der 


gesaittigten Gruppe angewandten Lésungsmittel ist leider 
keine exakte, so daB8 wir uns veranlaBt sehen, eine Rubrik fiir 
die Gesamtmenge der mit Benzol, absolutem und verdiinntem 
Alkohol extrahierten gesattigten Lipoide aufzustellen. 

Wir sind daran, Lésungsmittel ausfindig zu machen, welche 
die gesonderte Extraktion der einzelnen chemischen Individuen 
aus dem Gehirn erméglichen. 


1) Diese Zeitschr. 24, 268. 





Ober Lipoide. 
Von 


Sigmund Frankel. 
XII. Mitteilung. 


Uber die Phosphatide des Pferdepankreas. 
Von 
Th. R. Offer. 
(Aus dem Laboratorium der Ludwig Spiegler-Stiftung, Wien.) 


(Eingegangen am 14. April 1910.) 


Es wurde schon mehrfach von uns darauf hingewiesen, 
daB nicht nur die Phosphatide der verschiedenen Organe unter- 
einander verschieden sind, sondern da8 auch ein und dasselbe 
Organ bei verschiedenen Tierarten sich verschieden verhilt, 
indem es verschieden gebaute Phosphatide beherbergt. So 
haben 8. Frankel und G. A. Pari (diese Zeitschr. 17, 68, 1909) 
gezeigt, daB im Rinderpankreas ein Vesaltin genanntes Mon- 
aminomonophosphatid vorkommt, aber keine gesiattigten Phos- 
phatide, wie sie, wie wir gefunden haben, im Pferdepankreas 
vorkommen. Wir haben beobachtet, daB im Rinder- und im 
Pferdepankreas verschiedene Phosphatide vorkommen, und teilen 
im folgenden unsere Ermittelungen mit. 

41/, kg ganz frisches, vom Fett sorgfaltig durch Praparation 
befreites Pferdepankreas wurden nach dem Zermahlen in der 
Fleischmaschine mit viel Aceton kalt digeriert, dann wurde 
filtriert, das gehirtete Organ scharf abgepreBt und mit heiBem 
Aceton der PreBkuchen erschépfend in einem groBen Soxhlet- 
apparat extrahiert. Dieser heiB bereitete acetonige Extrakt 
wurde durch Destillation von Aceton befreit; der Riickstand 
scheidet beim Erkalten eine krystallinische Masse aus. Die 





54 S. Frinkel: Uber Lipoide. XII. 


Krystalle wurden von dem fliissigen Fett abfiltriert, mit 90°/, 
Alkohol gewaschen und zwischen Filtrierpapier abgepreBt. Der 
Krystallbrei wurde aus heiBem absolutem Alkohol bis zur 
Konstanz des Schmelzpunktes umkrystallisiert. Aus den 4'/, kg 
feuchten Organs erhielten wir eine Ausbeute von 2g. Die Sub- 
stanz schmilzt bei 120°; krystallisiert in Nadeln. Die Analysen 
ergaben folgende Resultate: 
0,1328 g Substanz gaben 0,3371 g CO,, d. i. 69,23°/, C 
und 0,1397 g H,O, d.i. 11,77°/, H, 
0,1794 g Substanz gaben 0,4558 g CO,, d. i. 69,29°/, C 
und 0,1893 g H,O, d. i. 11,81°/, H. 
Die N-Bestimmung nach Dumas ergab: 
0,1850 g Substanz gaben V. 3,47, T. 22, B. 750, d. i. 2,142°/, N, 
0,1542g _ —sCs, » V. 2,95, T. 22, B. 755, d. i. 2,199°/, N. 
Die P-Bestimmung nach Liebig ausgefiihrt und nach Woy 
gefallt, ergab: 
0,1021 g Substanz gaben 0,0091 Mg,P,0., d. i. 2,48°/, P. 
Diese Werte ergeben folgende Formel fiir die Substanz: 
C,,H,,,N,PO,,. 
Zusammenstellung der analytischen Resultate auf obige 


Formel berechnet: 

Gefenden Durch- Berechnet fiir 
P schnitt Cr2Hy47N2P0), 

C 69,23 69,29 69,26 69,34 

H 11,77 11,81 11,79 11,79 

N 2,14 2,199 2,17 2,24 

Pp 2,48 2,48 2,48 

0 14,3 14,15 


Dieses Diaminomonophosphatid aus dem Pferdepan- 
kreas ist ein gesattigtes Phosphatid. Leider standen uns 
keine gréBeren Mengen zur Verfiigung, um niaheres iiber seine 
Zusammensetzung zu ermitteln. 

Neben diesem gesittigten Phosphatid, das im Rinder- 
pankreas nicht vorkommt, fanden wir auch ungesittigte Phos- 
phatide, die mit dem von S. Frankel und G. A. Pari’) be- 
schriebenen Vesaltin nicht identisch sind. Wir sind eben mit 
dem Studium dieser Substanzen weiter beschiftigt. 


ty le, 





Uber alimentaire GesetzmaiBigkeiten der Acetonurie. 
Von 


G. Ascoli und L. Preti. 


(Aus dem Institut fiir spezielle Pathologie innerer Krankheiten der 
Kgl. Universitat Pavia.) 


(Eingegangen am 15. April 1910.) 
Mit 2 Figuren im Text. 


Die vorliegenden Untersuchungen streben die Feststellung 
etwaiger quantitativer GesetzmaBigkeiten der Acetonurie an. 
Es ist in dieser Hinsicht nur bekannt, da8 infolge der 
Entziehung der Kohlenhydrate eine Ausscheidung von Aceton- 


kérpern in Erscheinung tritt, die durch Darreichung gréBSerer 
Mengen von Kohlenhydraten, aber auch durch Zulagen von Ei- 
wei8 und einer Reihe anderer chemisch sehr verschiedenartiger 
Stoffe — antiketogene Substanzen — eingeschrankt oder be- 
hoben werden kann. 

Die naheren Angaben weichen aber untereinander wesent- 
lich ab. Die zur Unterdriickung der Acetonkérper erforder- 
lichen Zulagen werden — soweit iiberhaupt naher bestimmt — 
auBerordentlich verschieden eingeschatzt. Die Ausschaltung der 
Kohlenhydrate wird bald als eine an sich geniigende Bedingung 
fiir die Hervorrufung auch starker Acetonausscheidung ange- 
sprochen; bald wird eine solche bereits als Ausdruck gleich- 
zeitig ausgesprochener Unterernéhrung oder geringer Eiwei8- 
zufuhr aufgefaBt. 

Die Einstellung der Acetonausscheidung ist entsprechend 
einigen Angaben bei annahernd gleicher Diat zwar individuell 
verschieden, wird aber dauernd und gleichmaBig festgehalten; 
nach anderer Erfahrung stellt sie hingegen eine in jeder Hin- 
sicht schwankende und voriibergehende Erscheinung dar, die 








56 G. Ascoli und L. Preti: 


ohne Anderung der Diat durch eine Art Anpassung des Orga- 
nismus behoben wird. 

Diese aus der zusammenfassenden Erfahrung hervorgehende 
scheinbare UnregelmaBigkeit der Erscheinung beeintrichtigt 
wesentlich ihre physiologische Auffassung und die Beurteilung 
der pathologischen Verhaltnisse. Sie legt daher die bestimmte 
Untersuchung nach dem Bestande quantitativer GesetzmaBig- 
keiten des physiologisch-chemischen Vorganges nahe. 

Durch die zurzeit gegebenen Beobachtungen wird diese 
grundsiatzliche Frage kaum beleuchtet. 

Die Tierversuche liefern schon wegen des vom Menschen 
allzusehr abweichenden Verhaltens der Tiere betreffs der Aceton- 
ausscheidung keinen Beitrag. Die Erfahrungen am Menschen 
aber erstrecken sich — um von ihren scheinbaren Widerspriichen 


ganz abzusehen — iiber im allgemeinen kurze, diitetisch wenig 


variierte Zeitraume und erganzen einander wegen der unerklart 
betrichtlichen individuellen Schwankungen nur sehr unvoll- 
kommen.’) 

Die im Selbstversuche erhobene langere Reihe,*) die wir 
hier mitteilen, stellt eben die Schwierigkeit der Verwertung nicht 
durchaus paralleler oder aufs eingehendste verfolgter Beobach- 
tungen in scharfes Licht. 

Der Verlauf der Kurve 1 (8.58), die den Versuch wiedergibt, ist 
zwar in seinen groBen Ziigen ein fast iiberraschend regelmaBiger. 
Die Perioden, in die der Versuch zerfallt, sind ohne weiteres 
durch scharf ausgepragte Schwankungen gekennzeichnet. Immer- 
hin bleibt aber auch innerhalb der einzelnen Perioden der Be- 
trag der von den Mittelwerten abweichenden Ausschlige ganz 
betrachtlich und erreicht Werte, die den absoluten Mengen der 
beriicksichtigten Stoffe gegeniiber bereits schwer ins Gewicht 
fallen. 


1) Die kurz angedeuteten Liicken der einschlagigen Forschung sind 
im Handb. d. Pathol. d. Stoffw. von C. v. Noorden (1907), im Handb. 
d. Biochemie 4, 1, Halfte (1909) von Oppenheimer, in dem Referat 
von Magnus-Levy (Ergebn. d. inn. Med. 1908) ausfiihrlich behandelt 
worden. Wir glauben daher in dieser tatsaéchlichen Mitteilung auf 
breitere literarische Hinweise zum Vorteil der Kiirze besser zu verzichten. 

2) Zur Technik erwahnen wir: Aceton nach Messinger-Huppert, 
meist Doppelbestimmungen; 8-Oxybuttersdure nach Bergel!, berechnet 
nach der Drehungskonstante — 24,12; Stickstoff nach Kjeldahl 
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Das Verbleiben bei gleichen Versuchsbedingungen bringt 
diese sekundaren Schwankungen nicht regelmaBig zum Schwinden; 
irgendeine Periodizitaét oder RegelmaBigkeit driickt sich in ihnen 
nicht merklich aus. 

Dasselbe Verhalten weisen auch die Mittelwerte weiter aus- 
einander liegender Perioden auf, in denen — wie unsere Kurve 
zeigt — ziemlich gleichwertige Acetonzahlen merklich ab- 
weichenden Diatbedingungen ohne sonstige auffillige Verschie- 
bung der Lebensgewohnheiten entsprechen kénnen. 

Man kann also bei der Beurteilung maBiger Ausschlige 
und beim Vergleich unabhangiger Reihen kaum vorsichtig genug 
sein. Damit ist aber keineswegs gesagt, daB die Aufstellung 
quantitativer GesetzmaBigkeiten bei der Acetonurie als den Tat- 
sachen nicht entsprechend zu unterbleiben habe. Im Gegen- 
teil scheinen uns solche in den Hauptwellen unserer Kurve 
einen deutlichen Ausdruck zu finden. 

Diese Hauptwellen entsprechen wesentlich qualitativen Ver- 
schiebungen in der Zusammensetzung der Diaét. Die Lebens- 
gewohnheiten und Beschaftigungen*), der durchaus_befriedi- 
gende Gesundheitszustand blieben wahrend der ganzen Be- 
obachtungsperiode annahernd dieselben; der quantitativ-calo- 
rische Wert der Diat wurde anfainglich mit ziemlicher,*) spater 
mit nahezu absoluter Genauigkeit auf das vorausbestimmte 
Niveau (ca. 33 Cal. pro Kilogramm) eingestellt und bei Ande- 
rung der Nahrung durch entsprechende Verschiebung der Be- 
standteile festgehalten (s. Anhang). 

Es beleuchtet somit die Beobachtung im groBen und ganzen 
einen etwa 3monatlichen Zeitraum geringer Unterernahrung und 
gleichmaBiger Calorienbilanz, wahrend dessen die Acetonurie bei 
Stickstoffgleichgewicht wie bei geringem Ansatz, und bei ange- 
deutetem bis ziemlich schwerem Verlust, bei maBiger wie bei reich- 
licher Zufuhr von Nahrungsfett, bei absoluter und leicht ein- 


1) MaBig anstrengende Berufs- und Lebrtitigkeit neben Labora- 
toriumsarbeit. 

2) Anfinglich wurden die in iblicher Weise zubereiteten Speisen 
auf der Schnellwage zugewogen; spiter wurde die Diait in einfachster 
Weise zusammengestellt und vor der Zubereitung die einzelnen Bestand- 
teile gewogen. Die Zusammensetzung der Nahrungsmittel wurde beson- 
ders kontrolliert. Als Zuckerersatz: Saccharin (s. Anhang). 
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geschrankter, abgestufter Kohlenhydratkarenz unter mdglichster 
Ausdehnung der einzelnen Perioden zur Erzielung von Gleich- 
gewichtszustanden verfolgt wurde. Die leichte Unterernahrung’) 
— die von einzelnen als ein Mangel des Versuchs empfunden 
werden kénnte — wurde im Voranschlag der Diat festgelegt, 
um ihre Einhaltung sicherer zu gewiahrleisten; tatsiachlich waren 
die strengeren Fettperioden ohne diese Vorsicht kaum erreich- 
bar gewesen, da schon die gegebenen Fettmengen nach der vor- 
gangigen Fleisch-Fettdiat nur widerwillig vertragen wurden und 
zu einer Abkiirzung der scharfsten Diat ndtigten. 

Von Anfang bis zu Ende der langen Beobachtungsperiode 
hat der Organismus die gesetzten abnormen Ernahrungsbedin- 
gungen mit der entsprechenden Abweichung des Stoffwechsels 
beantwortet; von einer allmahlichen Anpassung war er beim 
Abschlu8 des Versuchs noch so weit entfernt, daB selbst ganz 
wesentliche Gaben von Kohlenhydraten zur vollstandigen Léschung 
der Acetonurie unzureichend sich erwiesen: dazu waren noch 
immer die grofen Uberschiisse erforderlich, die man nach alter 
Erfahrung zur Unterdriickung der alimentairen Acetonurien 
kiirzerer Dauer bendtigt. 

Die Kohlenhydratbeschrankung oder -entziehung hat aber 
wahrend dieser ganzen Zeit, von der Auslésung der Erscheinung 
abgesehen, auf deren Verlauf und Ausmaf durchaus keinen 
besonders hervorragenden Einflu8 ausgeiibt; denn wahrend dies- 
beziiglich, wie betreffs der Calorienbilanz und der individuellen 
Besonderheiten, die Verhaltnisse ganz oder nahezu unverandert 

lieben, lieB sich die Acetonurie durch qualitative Anderung 
der Diaét und andere Eingriffe willkiirlich auf verschiedene 
Hohe einstellen und um Werte verschieben, die die Ausgangs- 
zahlen und die Breite der selbstaindigen Schwankungen jenseits 
jeder Fehlergrenze bis zu mehreren Vielfachen iibersteigen. 

Der Grundzug dieser Beziehung zwischen Diat und Aceton- 
kérpern springt in die Augen: wie die Beschrankung der Kohlen- 
hydrate die Acetonausscheidung auslést, so schraubt die fort- 
schreitende Streichung der EiweiBkérper mit entsprechendem 
Eintritt von Fett (s. Diaittabelle) ihren Wert zu sonst uner- 
reichbarer Héhe hinauf. Dabei fallt dem Ausfall der EiweiB- 


1) Der Gewichtsverlust (s. Anhang) wurde nach Abbruch des Ver- 
suchs in 12 Tagen vollstandig ersetzt. 
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kérper gegeniiber der Fettzulage wohl die entscheidende Rolle 
zu: denn sonst lésen auch ganz betrichtliche Zulagen niederer 
Fettsiuren keine ahnlich ausgesprochene zweifellose Wirkung aus. 

Die quantitative Wirkung der EiweiSkorper ist eine sehr 
ausgesprochene. In der hier mitgeteilten Beobachtung folgen 
auf aiuBerste Abweichungen von iiber 100 g in der Zufuhr, etwa 
70 g im Umsatz des EiweiBes (vgl. Per. I und III; auch Per. III 
und IV) entgegengesetzte Ausschlige von 10 bis 11 g in der 
Ausscheidung der Acetonkérper (Gesamtwert von Aceton und 
f-Oxybuttersaiure, als Oxybuttersiure berechnet). 

Nun ist zwar allgemein anerkannt, daB Eiwei8 in grofen 
Mengen eine Acetonurie zu verhindern oder zu unterdriicken 
vermag. Die angefiihrten Zahlen weisen aber den Eiweif- 
kérpern eine viel wesentlichere Rolle in der Regelung der ein- 
schlagigen Vorgange zu. Der Vergleich dieser ziffernmaBig 
bestimmten Wirkung mit dem Sparerfolg von 10g Dextrose, 
durch welche die Acetonkérper um 1,6 bis 1,8 g herabgedriickt 
werden, ergibt namlich, da Eiwei8 und Zucker sich einander 
gegebenenfalls nahe im Verhiltnis ihres Gewichts vertreten (0,7 bis 
0,8:1). (Per. IV, V.) 

Eine durchgiangig gleichwertige und gleichmaBige Vertretung 
findet aber immerhin nicht statt. 

Die Erfahrung, da8 beim Versuche eines gegenseitigen Er- 
satzes die Sparwirkung von 14 bis 22g Eiwei8 sich ungefahr 
zwischen jene von 10 bis 15 g Dextrose einstellt, ist mangels der un- 
durchfiihrbaren Mitbestimmung der Acetonausscheidung durch die 
Lungen nicht eindeutig: die etwas schwankende, scheinbar aber 
nicht vollgiiltige Vertretung mag ja durch ungleichmaBige Ab- 
dunstung durch die Lungen verwischt sein. (Per. V—VIII.) 

Der Vergleich entfernterer Perioden lehrt uns aber mit 
groBer Bestimmtheit, daB bei gleicher Calorienbilanz und In- 
dividualitat die Beziehung des EiweiBumsatzes zur Acetonurie 
doch keine durchaus feste und unverriickbare ist. 

Die Sparwirkung des EiweiBes wie die des Zuckers steht 
zur verabreichten oder umgesetzten Menge nicht in einfach 
geradem Verhiltnisse. Sie wird mit der Annaherung an die 
vollstandige Entziehung oder gré8tmégliche Einschrankung immer 
ausgesprochener und steigt bei gleichmaBig fortschreitender Strei- 
chung steiler und steiler an. Bei hohem EiweiBumsatz bleibt 








Alimentaire GesetzmaBigkeiten der Acetonurie. 61 


die Sparwirkung des FiweiBes hinter jener des Zuckers wesent- 
lich zuriick, erreicht und iibersteigt dieselbe aber bei wachsender 
Eiwei8karenz (s. Kurve 2). 
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6-Adszisse. Hhzyfuhr * sogr (N-Umsate: 13-5) 
Kurve 2. 
A-Kurve: Acetonkérper bei Kh-Karenz und fallendem N-Umsatz. 
B-Kurve: Acetonkérper bei festem N-Umsatz und fallender Kh-Zulage. 


Die im Mittel dem aufs Gewicht bezogenen Sparwerte des 
Zuckers nahestehende Wirkung des EiweiBes kann sich also 
innerhalb weiterer Grenzen verschieden hoch einstellen. 

Diese Erfahrung wird durch die Erwigung befriedigend 
verstiindlich, daB der Abbau des EiweiBes je nach Art und Um- 
stinden in verschiedener Weise und auf verschiedenen Wegen 
erfolgt, und gewahrt uns einen Einblick in die Ursachen der 
selbstandigen Schwankungen der Acetonurie, betreffs der hier 
besonders vermerkt werden mag, da sie, entsprechend neueren 
Angaben von ForBner’), zum Teil sicherlich (vgl. Periode VIII) 
auf verschiedener Arbeitsleistung an verschiedenen Tagen beruhen. 


* * 
* 


Es geht somit aus den angefiihrten Tatsachen hervor, da8 
zwar die Beschriankung der Nabrungskohlenhydrate eine zur Aus- 
lésung einer Acetonurie entsprechende, an sich aber ungeniigende 
Bedingung darstellt: immer ist eine gleichzeitige Einschriankung des 
EiweiSumsatzes zum Zustandekommen der Wirkung unerlaBlich. 


1) Skand. Arch. f. Physiol. 22, 1909. 
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Nach Eintritt einer Acetonurie durch gleichzeitige ent- 
sprechende Einstellung der Eiwei8- und Kohlenhydratzufuhr be- 
stimmt sich deren Ausma8 nach dem Grade der Beschrankung 
des einen wie des anderen Nahrungsbestandteils; hochgradige 
Acetonurie ]a8t sich nur durch starkste Schmalerung des Nahrungs- 
eiweiBes bei Ausschlu8 der Kohlenhydrate erzielen. 

Die Acetonkérperausscheidung verlauft der Nahrungs-Ei- 
weiB- und Kohlenhydratkurve mit gegen die Héchstwerte stark 
zunehmender Steilheit entgegengesetzt (Kurve 2). 

Der gegensiatzliche Verlauf ist trotz nicht unwesentlicher 
Schwankungen (Kurve 1), dieauf dem ketogenen EinfluB der Muskel- 
arbeit, auf verschiedenem Abbau und antiketogener Verwertung des 
EiweiBes und anderen Nebenumstinden beruhen, bei geniigender 
Anderung der Beobachtungsbedingungen scharf ausgesprochen. 

Eintritt und Austritt von EiweiB wie von Kohlenhydraten 
in der Diaét haben veranderte Einstellung der Acetonkérperwerte 
zur Folge; gleiche Gewichtsmengen Zucker und Eiwei®8 haben 
— abgesehen von der innerhalb gewisser Grenzen schwankenden 
Wertigkeit des EiweiSes — annihernd gleiche Wirkung. 

Die hier zusammengestellten Satze erliutern den Ablauf 
der alimentiren Acetonurie unter den einfachsten Bedingungen. 
Wir vermégen aus ihnen keinerlei Ausnahmestellung der Kohlen- 
hydrate in der Auslésung und Bestimmung der Acetonurie abzu- 
leiten. Die hervorragende Rolle der Kohlenhydrate in der Kost der 
Kulturvélker, das reichliche AusmaB, in dem sie zur Deckung des 
Energiebedarfs herangezogen werden, die Leichtigkeit und Haufig- 
keit ihrer Einschrinkung und Ausschaltung in Ausnahmezustaénden 
erklaren die verhaltnismaBig friihe scharfe Erfassung ihrer klar 
zutage liegenden Beziehung zur Acetonkérperausscheidung. 

Die nihere Betrachtung ergibt aber zwischen der Wirkung 
der Eiwei8k6rper und der Kohlenhydrate eine weitgehende Uberein- 
stimmung und riickt zugunsten der im Vordergrund stehenden 
Bedeutung des EiweiBes die Tatsache in helles Licht, da8B zum 
Eintritt hochgradiger Acetonkérperausscheidung die EiweiSkarenz 
nicht entbehrt werden kann. 

Das Eiwei8 wirkt auf die Acetonurie durch einen fakultativ 
veranderlichen chemischen Vorgang ein, der es nahe dem Zucker 
gleichwertig ausniitzt; ob dies auf dem Wege einer weitgehenden 
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physiologischen Zuckerbildung aus EiweiB geschieht, ist aber — 
wenn auch die gegenseitige Erginzung der Kurven des Sparwertes 
von Zucker und EiweiB dafiir einzutreten scheint (Kurve 2) — eine 
aus dem heutigen Tatbestande heraus noch unlésbare Frage. 


Protokollausziige. 
I. Diattabellen. 


22. XI. 09. Butter 58 g, Rindsbraten 220 g, Raucherzunge 140 g; 
Thunfisch eingelegt 25 g, Salm ger. 35g, Kise 80g, 4 Eier, 300 com 
Bouillon, Tee. 

23. XI. 09. Butter 57 g, Rindfleisch gesotten 65 g, Kalbsbraten 
130 g, Fischmayonnaise 100 g, Zunge 70 g, Schinken 25 g, Sardinensein- 
gelegt 50 g, Kase 110 g, 4 Eier, 300 ccm Bouillon, Tee. 

24. XI. 09. Butter 70 g, Rindfleisch ges. 70 g, Rindsbraten 210 g, 
Fischmayonnaise 65g, Zunge 105g, Kise 80g, 4 Eier, 300 ccm Bouillon, Tee. 

25. XI. 09. Butter 60 g, Rindsbraten 125 g, Rindfleisch ges. 85 g; 
Zunge 72 g, Schinken 22 g, Scholle 75 g, Fischmayonnaise 55 g, Kase 70g, 
4 Eier, 300 com Bouillon, Tee. 

26. XI. 09. Butter 75 g, Rindsbraten 220 g, Zunge 100 g, Sardinen 
120 g, Kase 60 g, 4 Eier, 300 ccm Bouillon, Tee. 

N ca. 28,8 g. Fett ca. 130,9g. Cal. 1984. 
27. XI. 09. Butter 50 g, Rindsbraten 110 g, Rindfleisch 105 g, Zunge 
100 g, Sardinen 120 g, Kise 60 g, 4 Eier, 300 ccm Bouillon, Tee. 
N ca. 28,8 g. Fett ca. 109,80g. Cal. 1788. 
28. XL. 09. Butter 93 g, Rindsbraten 110 g, Kalbsbraten 110g, Zunge 
100 g, Sardinen 105 g, Kise 75 g, 4 Eier, 300 ccm Bouillon, Tee. 
N ca. 28,5g. Fett ca. 148,8g. Cal. 2162. 
29. XI. 09. Butter 87g, Rindsbraten 160 g, Kalbsbraten 60 g, Zunge 
100 g, Sardinen 107 g, Kise 68 g, 4 Eier, 300 com Bouillon, Tee. 
N ca. 28,3 g. Fett ca. 141,45 g. Cal. 2069. 

30. XI. 09. Butter 100 g, Rindsbraten 110 g, Rindfleisch 105 g, Zunge 

100 g, Sardinen 120 g, Kise 75 g, 4 Eier, 300 ccm Bouillon, Tee. 
N ca. 29,25 g. Fett ca. 156,53 g. Cal. 2234. 

1. XII. 09. Butter 65 g, Rindsbraten 220 g, Zunge 100 g, Sardinen 
110 g, Kiise 62 g, 4 Eier, 300 ccm Bouillon, Tee. 

N ca. 29,25 g. Fett ca. 121,91 g. Cal. 1913. 

2. XII. 09. Butter 100 g, Rindsbraten 110 g, Rindfleisch 110 g, 
Zunge 100 g, Sardinen 120 g, Kise 75 g, 4 Eier, 300 ccm Bouillon, Tee. 
N ca. 29,55 g. Fett ca. 156,58 g. Cal. 2243. 

3. XII. 09. Butter 93g, Rindsbraten 110g, Rindfleisch 110 g, 
Zunge 100 g, Sardinen 117 g, Kise 80 g, 4 Eier, 300 ccm Bouillon, Tee. 
N 29,75 g. Fett 151,85 g. Cal. 2204. 

4, XII. 09. Butter 100 g, Rindsbraten 220 g, Zunge 100 g, Sardinen 
120 g, Kise 65 g, 4 Eier, 300 ccm Bouillon, Tee. 

N 28,95g. Fett 153,57 g. Cal. 2199. 
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5. XII. 09. Butter 100 g, Rindsbraten 110 g, Kalbsbraten 110 g, 
Zunge 100 g, Sardinen 120 g, Kase 75 g, 4 Eier, 300 ccm Bouillon, Tee 
N 29,25g. Fett 156,43 g. Cal. 2233. 

6. XII. 09. Butter 93 g, Rindsbraten 110 g, Rindfleisch 110 g. 
Zunge 160 g, Sardinen 120 g, Kise 67 g, 4 Eier, 300 ccm Bouillon, Tee. 
N 29,35 ¢. Fett 148,25 ¢. Cal. 2160. 

7. XII. 09. Butter 100 g, Rindsbraten 220 g, Zunge 100 g, Sardinen 
120 g, Kise 70 g, 4 Eier, 300 ccm Bouillon, Tee. 
N 29,15 g. Fett 155,08 g. Cal. 2218. 

8. XII. 09. Butter 100 g, Rindsbraten 110 g, Rindfleisch 110 g, 
Zunge 100 g, Sardinen 120 g, Kise 75 g, 4 Eier, 300 ccm Bouillon, Tee, 
N 29,55 g. Fett 156,58 g. Cal. 2243. 

9. XII. 09. Butter 100 g, Rindsbraten 220 g, Zunge 100 g, Sardinen 
120 g, Kise 75 g, 4 Eier, 300 ccm Bouillon, Tee. 
N 29,25 g. Fett 156,59 g. Cal. 2235. 
10. XII. 09. Butter 160g, Zunge 100g, Sardiaen 120g, Kase 70g 
300 ccm Bouillon, Tee. 
N11,7lg. Fett 184,85 g. Cal. 2031. 
. XII. 09. Butter 180 g, sonst wie oben: 
N 11,71 g. Fett 201,73 g. Cal. 2188. 
. XII. 09. Wie 11. 
N11,7lg. Fett 201,73 g. 
. XII. 09. Wie 11: 
N 11,7lg. Fett 201,73 g. 
. XII. 09. Butter 165 g, sonst wie 11. 
N11,7lg. Fett 189,07 g. Cal. 2070. 
. XII. 09. Butter 146 g, sonst wie 11. 
N11,7lg. Fett 173,03 g. Cal. 1921. 
. XII. 09. Butter 155 g, sonst wie 11. 
N 11,7lg. Fett 180,63 g. Cal. 1991. 
17. XII.09. Butter 180g, Zunge 100g, Kase 70g, 300ccm Bouillon, Tee. 
N 6,45 g. Fett 188,21 g. Cal. 1921. 
18. XII: 09. Wie 17. 
N 6,45 g. Fett 188,21 g. 
19. XII. 09. Wie 17. 
N 6,45 g. Fett 188,21 g. 
20. XII. 09. Butter 168 g, sonst wie 17. 
N6,45g. Fett 178,08 g. Cal. 1827. 
21. XII. 09. Butter 150 g, Rindfleisch 100 g, Kalbfleisch 100 g, 
Zunge 100 g, Kise 70 g, 300 ccm Bouillon, Tee. 
N13,45g. Fett 165,49g. Cal. 1897. 
22. XII. 09 bis 1. 1. 10. Wie 21. XII. 09. 
2.1.10. Butter 150 g, Rindfleisch 100 g, Kalbfleisch 100 g, Zunge 
100 g, Kise 70 g, 300 ccm Bouillon, Tee, Dextrose 10 g. 
N 13,45 g. Fett 165,49g. Cal. 1939. 
3. I. bis 8. I. 10. Wie 2. I. 
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9.1.10. Butter 150 g, Rindfleisch 150 g, Kalbfleisch 150 g, Zunge 
100 g, Kase 70 g, 300 ccm Bouillon, Tee. 
N 16,95 g. Fett 166,79 g. Cal. 1972. 
10. I. bis 16. I. 10. Wie 9. I. 
17. I. 10. Butter 150 g, Rindfleisch 133 g, Kalbfleisch 133 g, Zunge 
100 g, Kase 70 g, 300 ccm Bouillon, Tee. 
N 15,80 g. Fett 166,34 g. Cal. 1967. 
18. 1. bis 25. I. 10. Wie 17. L. 
26.1. 10. Butter 150 g, Rindfleisch 100 g, Kalbfleisch 100 g, Zunge 
100 g, Kase 70 g, 300 ccm Bouillon, Tee, Dextrose 15 g. 
N 13,45 g. Fett 165,49 g. Cal. 1860. 
7. I. bis 28. I. 10. Wie 26. I. 
9. I. bis 31. I. 10. Dextrose 13 g, sonst unverandert. 
Cal. 1852. 
1. II. bis 5. If. 10. Dextrose 10 g, sonst unverindert. 
Cal. 1840. 
6. II. bis 8. II. 10. Dextrose 30g, Butter 140g, sonst unverindert. 
N 13,45 g. Fett 114,86 g. Cal. 1951. 
9. II. 10. Dextrose 45 g, Butter 135 g, sonst unverandert. 
N 13,45 g. Fett 110,64 g. Cal. 1976. 
10, II. 10. Freie Diat. 


2 
2 


II. Nahrungsanalysen: 
Braten N 6,5°/, Fett nicht best. 
Rindfleisch gesotten N 6,8°/, re a ‘i 
Sardinen N 4,2°/, » 22,2°/, 
Zunge N 3,55°/, » mah 
Kase N 2,8°, » 22,2°/, 
Eier (nach Mittelgewicht) N 0,8 p. St. 
Bouillon N 0,3°/, 

Die nicht besonders bestimmten Werte wurden nach Kénig 
eingestellt. 


III. Anfangsgewicht 62,500 kg 


11. XII. 58,250 ,, 
17. XII. 58,000 ,, 
21. XII. 57,000 ,, 
31. XII. 57,000 ,, 

6. I. 56,400 ,, 
12. I. 55,500 ,, 
19. I. 55,200 ,, 
28. I. 54,500 ,, 

9. II. 54,300 ,, 


Betreffs der Acetonkérper usw. verweisen wir, zum Vor- 
teil der Kiirze, auf die Kurve 1. 
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Zur Biologie der Phagocyten. VII. 


Einflu8 von Ca-Ionen auf die Chemotaxis. 
Von 
H. J. Hamburger. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Groningen, Niederlande.) 
(Eingegangen am 15. April 1910.) 


Einleitung und Versuchsverfahren. 


Bis jetzt wurde nachgewiesen, da8 durch Hinzufiigung 
geringer Ca-Mengen zum Serum oder zu einer NaCl-Lésung die 
Phagocytose in hohem MafBe beférdert wird.") 

Diese Versuche wurden alle in vitro vorgenommen. Es war 
nun von Interesse, zu erforschen, ob auch im lebenden K6rper 
ein anregender EinfluB von Calcium auf die Bewegung der 
Phagocyten zu konstatieren sein wiirde. Zu diesem Zweck 
haben wir den Einflu8 von Ca auf die Chemotaxis in Angriff 
genommen. Und wie ich bei einer anderen Gelegenheit 
nebenbei bereits bemerken konnte, wurde in der Tat ein 
férdernder Einflu8 von Ca auf die Chemotaxis konstatiert.’) 
Kurze Zeit nachher habe ich einiges iiber die betreffenden Ver- 
suche berichtet.*) Die vorliegende Arbeit enthalt eine Fortsetzung 
dieser Studien. Sie gibt zu gleicher Zeit eine Antwort auf eine 
Frage, die von anderer Seite anlaBlich unserer Phagocytose- Unter- 
suchungen erhoben wurde. 

In der Zeitschrift fiir Balneologie vom 15. Agust 1909 liest 
man namlich, daB auf Veranlassung des Kgl. preuB. Mi- 


1) Hamburger u. Hekma, Zur Biologie der Phagocyten. III. Mit- 
teilung. Diese Zeitschr. 9, 275, 1908. 

2) H. J. Hamburger, Over de Permeabiliteit van roode bloed- 
lichaampjes voor Ca-Ionen. Zittingsverslag der Kon. Acad. v. Weten- 
schappen, Amsterdam, 27, Maart 1909, 

8) H. J. Hamburger, Uber den EinfluB von Ca-Ionen auf die 
Chemotaxis. Archivio di Fisiologia 7, 81, 1909. Dedicato a Giulio Fano. 
(Anfang April 1909 bei der Redaktion eingegangen.) 
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nisteriums der geistlichen, Unterrichts- und Medizinal- 
angelegenheiten die folgende Frage an das Kais. Gesund- 
heitsamt gestellt war: 

lst ein Mineralwasser, das eine isotonische Koch- 
salzlésung darstellt, durch einen Gehalt von 0,1°/, 
Chlorcalcium gem&é8 den Untersuchungen des Prof. 
Hamburger in Groningen geeignet, dem Kérper Stoffe 
zuzufiihren, die in dem Serum die Aufgabe haben, den 
VerdauungsprozeB der Bakterien vorzubereiten, die 
Phagocytose erheblich zu steigern? Sind einschligige 
Untersuchungen in staatlichen Instituten mit einem 
Mineralwasser, das jene chemischen Vorbedingungen 
erfillt, zu empfehlen?“ 

Herr Prof. Dr. H. Kionka (Jena) hat dariiber am 29. April 
ein in genannter Zeitschriftnummer abgedrucktes Referat erstattet, 
in dem derartige Untersuchungen als héchst wiinschenswert 
erachtet werden. 

Mit Hinsicht auf das von balneologischer Seite dieser An- 
gelegenheit entgegengebrachte Interesse habe ich dann auch mit 
dem Wasser der Virchowquelle, Kiedrich bei Eltville (Wies- 
baden), das bekanntlich eine bedeutende Calciummenge enthilt, 
einige Versuchsreihen angestellt. 

Es wurde nach zwei Methoden gearbeitet. Die erste Me- 
thode bestand darin, daG kleine, an einem Ende zugeschmolzene 
Capillarréhrehen, die gefillt wareh mit einer Suspension von 
B. coli commune in CaCl,-haltiger und nicht CaCl,-enthaltender 
0,9°/, iger NaCl-Lésung, unter die Haut von Kaninchen ge- 
bracht wurden und nach einiger Zeit ermittelt wurde, wie groB 
die eingedrungenen Leukocytenséulchen waren. Die zweite Me- 
thode bestand darin, da8 wir einigen Kaninchen CaCl, in 
den Darmkanal einverleibten, andere im normalen Zustande 
belieBen und dann untersuchten, inwieweit die mit Coli- 
Kultur beschickten Capillarréhrechen bei den ersten Kaninchen 
eine gréBere Phagocytenséule angelockt hatten als bei den 
zweiten. 

An einer andern Stelle haben wir, wie soeben gesagt, einige 
Ergebnisse genannter Untersuchungen, die in der Tat einen 
kraftigen fordernden Einflu8 geringer Calciummengen auch auf 


die Chemotaxis aufwiesen, beschrieben. 
5* 
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Bei der Fortsetzung dieser Untersuchungen kamen wir auf 
den Gedanken, daB vielleicht die in den Capillarréhrchen vor- 
handenen Bakterien als solche die erhaltenen Zahlen beeinfluBt 
haben kénnten; denn bei der mikroskopischen Untersuchung 
der in die Réhrchen eingedrungenen Phagocyten waren bei 
weitem die meisten auseinander gefallen, offenbar durch die 
giftige Wirkung der Bakterien, mit denen sie sich strotzend 
gefiillt hatten. - 

So habe ich denn die Versuche wiederholt mit Fliissig- 
keiten, in denen die Bakterien verweilt hatten, aber aus denen 
sie nachher entweder durch Zentrifugieren oder durch Filtra- 
tion durch eine Chamberland-Kerze entfernt waren. Es sei 
bereits jetzt mitgeteilt, daB die Resultate mit den friher er- 
haltenen vollkommen ibereinstimmten. Nur waren hier, wo 
bakterienfreie Fliissigkeiten in den Capillarréhrchen gebraucht 
wurden, die Saéulen linger als da, wo wie friiher auch Bak- 
terien vorhanden waren. Es ist das wohl erklarlich, wenn man 
bedenkt, da8 in den bakterienfreien Fliissigkeiten die Leuko- 
cyten nicht auseinander fielen und durch ihre Lebenstatigkeit 
weiter kriechen konnten. 


Bevor ich zu der Beschreibung der Versuchsresultate iiber- 
gehe, will ich vorher noch einiges iiber das Versuchsverfahren 
mitteilen. Fiir die Experimente wurden, wie gesagt, Kaninchen 
benutzt. 


Die Methode ist in der Hauptsache dieselbe, die wir friiher 
gelegentlich einer Untersuchung iiber den EinfluB vendser Stauung 
auf die Chemotaxis beschrieben haben.') 

Was die Ausfiihrung der Methode betrifft, sei zunichst bemerkt, 
da8 beim Kaninchen am besten die Innenfliche der Hinterpfoten be- 
nutzt wird. Schneidet man da die Haut des Oberschenkels ein, so laBt 
sich mit Hilfe der stumpfen Seite des Skalpells in sehr leichter Weise 
ein Raum fiir die Roéhrchen priparieren, ohne daB irgend eine Blutung 
auftritt. Bei Hunden kann man letztere nicht umgehen, und das steht 
einem zuverlaissigen Experimentieren mit diesen Tieren in nicht geringem 
MaBe im Wege. 

Um die Glasréhrechen, die eine Lange von | bis 11/, cm besitzen, 
so unter die Haut zu legen, daB man ein Zerbrechen nicht zu befiirchten 
hat und um dieselben weiter unter méglichst gleiche Bedingungen zu 
bringen, werden dieselben in ein parallelepipedonférmiges und von sehr 


1) Hamburger, Virchows Archiv 156, 329, 1899; Osmotischer 
Druck und Ionenlehre in den medizinischen Wissenschaften 1, 414. 
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feinen parallelen Kanalchen versehenes Korkstiickchen geschoben, aus 
denen dann die freien Enden des Capillares etwa 11/. mm hinausragen. Das 
in dieser Weise mit Capillaren beschickte Korkstiick wird tief in die 
Hauttasche geschoben und die Wunde dicht genaht, um einige Stunden 
nachher zur Hinausbeférderung der Réhrchen wieder gedffnet zu werden. 

Die Anfertigung der Capillaren erfolgt, indem in einer ficherférmigen 
Bunsenschen Flamme ein langes Capillarrohr gezogen wird. Die lichte 
Weite der gebrauchten Capillaren schwankte um 0,3 mm. Taucht man 
dasselbe in die Suspension ein, so steigt diese von selbst auf. Dann halt 
man die Capillare horizontal und schmilzt in einer sehr kleinen Flamme 
eins der beiden Enden zu, nachdem man durch Schiefhaltung die Sus- 
pension an dieser Stelle ein wenig hat zuriickflieBen lassen. Nun legt 
man das Rohr horizontal und macht, indem man die Volarseite des ersten 
Vorderfingergliedes als Stiitzflache gebraucht, einen feinen Feilstrich auf 
der Capillare und bricht ab. 

In dieser Weise hat man dann ein an einem Ende zugeschmolzenes 
und am anderen Ende offenes und mit Suspension gefiilltes Capillar- 
rohrchen bekommen. Am zugeschmolzenen Ende wird wohl immer noch 
ein wenig Luft zuriickgeblieben sein. Die Menge soll aber méglichst gering 
sein, sonst zieht sich beim Abkiihlen die Fliissigkeits- oder Suspensions- 
saule zuriick, und am offenen Ende ist Luft statt Fliissigkeit vorhanden. 
Dies ist nun auf jeden Fall zu vermeiden. Denn das Eindringen 
von Leukocyten erfolgt nur dann, wenn die Bakterienprodukte in die Um- 
gebung der Roéhrchen diffundieren kénnen, und das ist ausgeschlossen, 
wenn das Capillarréhrchen am offenen Ende nicht vollstandig gefiillt 
ist. Aus diesem Gesichtspunkt empfiehlt es sich auch, das Korkparallel- 
epipedon vorn an der Seite der offenen Enden zuzuspitzen. Dadurch 
wird die Bedingung fiir die Kontinuitét zwischen Capillarréhrcheninhalt 
und Gewebefliissigkeit verbessert. 

Jetzt ist das Réhrehen fertig, um in das Korkstiickchen geschoben 
zu werden. Um ein zweites Réhrchen anzufertigen, schmilzt man wieder 
das eine Ende des langen Capillarrohres zu, bricht ab usf. 

Die Messung der Saulchen erfolgt, indem man dieselben auf einen 
Streifen Millimeterpapier legt, das auf einer Platte von schwarzem Glase 
aufgeklebt ist. Die Platte wird auf den Objekttisch eines Priparier- 
mikroskopes gelegt; bei 8maliger VergréBerung werden die Saulchen ge- 
messen. Oft wird auch eine Lupe geniigen. 


A. Versuche mit Ca-haltenden Bakterienaufschwemmungen 
und Kulturen. 


(Erste Methode.) 

Nachdem die Colibakterien 3 Stunden mit 0,9°/,iger NaCl- 
Lésung in Beriihrung gewesen sind, werden dieselben zentri- 
fugiert, und die klare Fliissigkeit wird abgehoben. Von dieser 
wird ein Teil als solcher, d. h. ohne weiteren Zusatz, gebraucht; 
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ein anderer Teil wird mit 0,01°/, CaCl, versetzt. Mit beiden 
Fliissigkeiten werden je 3 Capillarréhrchen beschickt. Nachdem 
dieselben in 2 Korkstiickchen gesteckt sind, werden sie in eine 
Hauttasche geschoben. 


Versuch l. 


“Rechte Pfote " Linke Pfote 





Extrakt v. Colibakterien Extr. v. r. v. Colibakterien i in 
in in 0,9°%/o NaCl |NaCl 0,9°/,+0,019/ oCaCl, 





Summe v.je3 Leukocyten- visited cor cee 
sdulchen nach 24 St. . 4,25 mm 4,75 mm 
Man sieht, daB eine Zugabe von 0,01°/, CaCl, zum Bak- 
terienextrakt die Chemotaxis beférdert hat. 
Die folgenden Versuche bezwecken, zu erforschen, inwieweit 
die Menge des hinzugefiigten CaCl, die GréBe der Chemotaxis- 
beférderung beeinfluBt. 








Versuch 2. 











Extrakt Vv. ,. Colibakterien' Ext Extrakt v. Colibakterien 


Linke Pfote | 
| 
+ 0,05°/, CaCl, | +0,075°/, CaCl, 











Summe v. 3 Leukocyten- 
séulchen nach 24 St. . 


3,25 mm 4,5 mm 


In Ubereinstimmung mit dem ersten Versuchsresultat ergibt 
sich, daB eine Zugabe von 0,075°/, CaCl, zum Bakterienextrakt 
eine gréBere Chemotaxis herbeifiihrt als eine Zugabe von 0,05°/,. 


Versuch 3. 


Linke Pfote | _ Rechte Pfote 


Extrakt v. Coli bakterien| Extrakt v. -Colibakterien 
+0,05%) CaCl, | + 0,1°/, CaCl, 


Summe v. 3 Leukocyten- 
siulchen nach 24 St. . 2,25 mm | 2,75 mm 




















Aus diesem Versuche erhellt, da8 durch Hinzufiigung von 
0,1°/, CaCl, zwar die Chemotaxis gréBer ist als nach Zugabe 
von 0,05°/,, aber der Unterschied ist nicht bedeutend. 

Dasselbe Resultat, obgleich mehr im quantitativen Sinne 
ausgesprochen, liefert folgender Versuch. 
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Versuch 4. 





"Linke Pfote | — Rechte Pfote 


Extrakt v. Colibakterien Extrakt v. Colibakterien 
+ 0,075°/, CaCl, + 0,1°/ CaCl, 





siulchen nach 24 St. . 2mm | 3,5 mm 


Die oben erwahnten Versuche lassen keinen Zweifel, 
da8 beim Vermischen von mikrobenfreiem Bakterien- 
extrakt mit CaCl, das Eindringen von Leukocyten, 
also die Chemotaxis, beférdert wird. Man sieht also, da8 
nicht nur in Bakteriensuspensionen, sondern auch in von 
Bakterien befreiten Extrakten, Calcium die Chemotaxis anregt. 

Was den Mechanismus des Eindringens von Leukocyten 
in die Capillarréhrchen betrifft, so hat man sich vorzustellen, daB 
die in den Capillarréhrchen vorhandenen, in der NaCl-Lésung 
gelésten Bakterienprodukte, die Phagocyten, die am offenen 
Ende erscheinen, zum Fortschreiten in das Réhrchen veranlassen. 
Ist die Filiissigkeit phagocytenfrei geworden, so werden die 
soeben eingedrungenen Phagocyten durch neue ersetzt. Nun 
ist es wohl verstandlich, daB Momente, welche die amdboide 
Bewegung der Zellen beschleunigen, auch ein schnelleres Fort- 
schreiten zur Folge haben miissen, m. a. W. eine groBere Zellen- 
siule hervorbringen werden. 


B. Versuche mit Einverleibung von Ca enthaltenden 
Lésungen in den Darmkanal. 


(Zweite Methode.) 


1. Ca-haltende NaCl-Lésung. 


Diese Methode unterschied sich nur darin von der ersten, 
da8 wir nicht das Bakterienextrakt, sondern die Gewebsfliissig- 
keit mit Calcium beschickten. Es wurde das dadurch erzielt, 
da8 wir dem Kaninchen Calcium einverleibten. Am bequemsten 
konnte das durch rectale Einspritzung von Ca-haltenden Fliissig- 
keiten erfolgen. Um dem vorzubeugen, daB die eingespritzte 
Lésung nicht etwa von im Rectum vorhandenen Faeces absorbiert 
wurde, entfernten wir dieselben vor der Injektion, anfanglich 
mittels eines Klysmas von Kochsalzlésung, bald aber, nachdem 
es sich herausstellte, da8 spater diinne Fakalmassen nachkamen, 
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einfach durch sanften Druck auf den Bauch. Die Kaninchen 
erhielten 4mal pro Tag 15 ccm Fiiissigkeit, also im ganzen 
60 ccm pro Tag. 
Die in das Rectum einverleibten Flissigkeiten waren: 

1. 60 com 0,9°/,ige NaCl-Liésung (zur Kontrolle) 

3. @ ., aa "= + 0,1 g CaCl, 

3. 6 ,, m nm +0,2g  ,, 

ee « - - +0,5g ,, 

Die jetzt folgenden Versuchsreihen dienten dazu, zu er- 
forschen: 

1. ob nach Einverleibung von CaCl, eine Beférde- 
rung der Chemotaxis zu beobachten sein wiirde, wenn 
nicht, wie frither, eine unfiltrierte Bakterienkultur 
sich in den Capillarréhrchen befand, sondern eine fil- 
trierte, d.h. von Bakterien befreite; 

2. inwieweit die Menge des einverleibten Calciums 
die GréBe der Chemotaxis beeinfluBte. 

Es wurden fiir diese Experimente 2mal 4 Kaninchen ge- 
braucht. Bezeichnen wir die Kaninchen der ersten Reihe mit 
1, 3, 5 und 7 und die der zweiten mit 2, 4,6 und 8. Jedes Tier 


bekommt 3 Capillarréhrchen in die Hauttasche einer der beiden 
Hinterpfoten. Die Réhrchen bleiben 24 Stunden liegen; dann 
wird die Linge der Séulchen in der oben angegebenen Weise 


gemessen. 
Versuchsreihe 5. 


P P os i ve Lange der 
Rectal einverleibte Fliissigkeit | 8 Leukoeytensdulchen 


—— a 











Kaninchen 1 | 60 ccm 0,9°/, ige NaCl-Lsg. | 3,5 mm 
” 3 60 ” ” ” +0,1 g CaCl, | 8,6 2 
” 5 60 ” ” ” +0,2 re ” | 5,5 ” 
” 7 60 ” ” ” +0,5 Zw» | | ” 


Aus diesen Versuchsergebnissen erhellt: 

1. daB alle NaCl-Lésungen, die CaCl, enthalten, nach Ein- 
verleibung in den Darmkanal eine gréBere Chemotaxis hervor- 
gerufen haben als die reine NaCl-Lésung; 

2. daB die Beférderung der Chemotaxis nicht nur zum 
Ausdruck kommt gegeniiber Kulturen als solchen, wie wir friiher 
bereits fanden,’) sondern auch gegeniiber den Stoffwechsel- 
produkten der Bakterien (filtrierte Kulturen von B. coli); 


4) Festschrift f. Prof. Fano, 1. ¢. 
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3. daB bei steigender CaCl,-Zugabe die Chemotaxis nicht 
in denselben Verhiltnissen zunimmt. 


Versuchsreihe 6. 
Diese Versuchsreihe enthalt eine Wiederholung der vorigen. Es wurden 
hier 4 andere Kaninchen gebraucht, namlich 2, 4, 6 und 8, und auBer- 
dem wurden bei jedem Tiere die beiden Hinterpfoten mit je 3 Capillar- 
réhrehen mit filtrierter Kultur beschickt. 





Lange der 
‘Rectal cinverleibte Plissigkeit: 6 Leukocytenatulchen 


Kaninchen 2 60 ecm 0, 9 i ige NaCl- Leg. 
” 4 60 ” ” ” + 0,1 a CaCl, 
” 6 60 ” ” ” + 0,2 g ” 
” 8 60 ” ” ” + 0,5 £ ” 


Wir haben hier ein ahnliches Resultat zu verzeichnen wie 
in der vorigen Versuchsreihe: 

1. sieht man, daB auch hier die Chemotaxis gegen- 
iiber Stoffwechselprodukten der Bakterien in erheb- 
lichem MaBe durch Zugabe von CaCl, beférdert wird; 

2. daB eine Zugabe von mehr als 0,1 g CaCl, keine 
weitere Steigerung der Chemotaxis herbeigefiihrt hat. 

Wir stellten uns nun die weitere Frage, ob auch bei Fort- 
setzung des Versuches, d.h. nach dem Einbringen neuer Capillar- 
réhrchen, unter Fortsetzung der Einspritzung von CaCl,, die 
Erscheinung sich wiederholen wiirde. 

Es wurden also dieselben 8 Kaninchen der vorigen Versuchs- 
reihen gebraucht, und zwar wieder so, daS beim Kaninchen 
1, 3, 5, 7, die eine bereits benutzte Hauttasche und bei 2, 4, 
6, 8 die beiden Hauttaschen gebraucht wurden. 


Versuchsreihe 7. 





| 3 Rectal einverleibte RG tt 3 Leulkoeytenstulehen 





Kaninchen 1 60 ecm 10 9/pig ige NaCl- Lsg. 3 mm 
” 3 60 ” ” ” +0,1 £ CaCl, 5 ” 
” 5 | 60 ,, ” ” +02g ,, | 45 ,, 
” 7 60 ” ” ” +0,5 g ” | 5,5 ” 


Wie ersichtlich, stimmt das Resultat mit dem vom Ver- 
such 5 iiberein, nur sind hier alle Zahlen fiir die Chemotaxis 
kleiner. Ubrigens sieht man, daB Kaninchen 3 ebenso wie im 
Versuch 5 eine relativ groBe Chemotaxis aufweist. Es handelt 
sich hier offenbar um eine individvelle Eigenschaft. 
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Jetzt folgt das Experiment mit den anderen Kaninchen: 


Versuchsreihe 8. 





Fail sawarleibte Fidesickeit |... VAnee der 
Rectal einverleibte Fliissigkeit | 6 Leukocytensdulchen 





Kaninchen 2 | 60 com 0,9°/,ige NaCl-Lag. 4,5 mm 
” 4 60 ” ” ” + 0,1 g CaCl, 8,7 ” 
” 60 ” ” ” + 0,2 g ” 10,5 ” 
8 60 ” ” ” + 0,5 g ” 8 ” 


Auch hier stellt sich heraus, daB bei Fortsetzung 
des Versuches, also am 2. Tage, das Calcium einen 
fordernden EinfluB auf die Chemotaxis ausgeiibt hat. 

Auf eine weitere Fortsetzung des Versuches an einem 
3. Tage muBte verzichtet werden, weil derselbe mit Riicksicht 
auf die Wunde nicht mehr ganz einwandfrei auszufiihren war. 

SchlieBlich noch ein paar vergleichende Versuche iiber 
den Einflu8 des Filtrierens der Kultur auf die GréBe der 
Chemotaxis. 

Zu diesem Zweck haben wir bei den Kaninchen 1, 3, 5, 7 
eine Pfote mit filtrierter und die andere gleichzeitig mit un- 
filtrierter Colikultur beschickt. 


Versuchsreihe 9. 
Einfiu8 der Filtration der Kultur auf die GréBe der Chemotaxis. 
Lange der 
Leukocytensaéulchen 


filtrierte Kultur | nicht filtrierte 
(vgl. Versuch 5) | Kultur 








Fliissigkeiten 





Kaninchen 1 |0,9°/,ige NaCl-Lag. | 225 mm 
» . »  +0,1gCaCl, ' | ae 
i: ae » +02¢ , | 55, | 32, 
” 7 ” ” +0,5g ,, . ~“ 45 » 
Man sieht, daB bei Anwendung der filtrierten Kulturen 

die Sauichen gréBer sind als bei der nicht filtrierten. Der 

Grund dieser Erscheinung ist nach dem, was wir bei mikro- 

skopischer Untersuchung des Inhalts der Réhrchen gesehen 

haben, héchst wahrscheinlich darin zu suchen, daB bei den nicht 
filtrierten durch Aufnahme von Bakterien eine sehr groBe Zahl 

Phagocyten zugrunde gegangen sind. Indessen dokumentiert 

sich, in Ubereinstimmung mit dem, was wir auch friiher kon- 

statieren konnten, auch bei der nicht filtrierten Kultur wieder 
ein deutlicher Einflu8 von Ca auf die Chemotaxis. 
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Dieselben Kaninchen geben am 2. Tag ein ahnliches Resultat. 


Versuchsreihe 10. 





Lange der 
Flissigkeiten Leukocytenséulchen 
filtr. Kultur nicht filtr. 
(vgl. Vers. 7) Kultur 








Kaninchen 1 | 0,9°/, ige NaCl-Lésung 3mm (2 mm 
‘ 3}0,9 , a + 0,lg CaCl,}| 5, 3,75 ,, 

om 510.9 , ‘ +0,2g , 4,5 , 3,26 , 

7 0,9 ” 1” + 5g ” 5,5 n 3,5 n 


Man ersieht also, daS auch bei Fortsetzung des Versuches 
die filtrierte Kultur eine gréBere Chemotaxis herbeifiihrt als die 
unfiltrierte. 

Fiir Versuche tiber Chemotaxis ist demnach eine 
filtrierte Colikultur einer unfiltrierten vorzuziehen. 








2. Ca-reiches Mineralwasser. (Virchowquelle.) 

Es wurde hier in vollkommen gleicher Weise experimen- 
tiert wie bei den Versuchen iiber den Einflu8 von CaCl, - haltiger 
NaCl-Lésung. 

Zuniachst sollte berechnet werden, wieviel von dem Mineral- 
wasser einverleibt werden muBte. 

Nach der Analyse von H. Fresenius enthilt 11 des 
Wassers auBer einigen Bestandteilen in geringeren Quantititen: 
NaCl . . . 6,82 g. CaSO,. . . 0,12 g. 
KCl... . 0,38 ,, CaHOO,. . 0,25 ,, 

LiCl ... 0,06,, MgCO, . . 0,13 ,, 
CaCl, . . . 0,98,, Gh... . OS, 

Der Ca-Gehalt ist also sehr bedeutend; das Mineralwasser 
enthalt nahezu 0,1°/, CaCl,. 

Nun haben wir bei den Versuchen mit CaCl, -haltigen 
NaCl-Lésungen 0,1, 0,2 und 0,5 g CaCl, pro Tag verabreicht. 
Dementsprechend hitten wir den Kaninchen 100, 200 und 
500 com des Mineralwassers pro Tag einverleiben miissen. Diese 
Volumina sind aber ziemlich groB. Andererseits aber wird den 
Menschen pro Tag im Mittel 11 des Wassers vorgeschrieben. 
Rechnet man nun das Gewicht des Menschen auf 65 kg und 
das der von uns gebrauchten Kaninchen auf 3,5 kg, so 
wiirden dementsprechend die Kaninchen etwa erhalten miissen 
3,5 


65. 100 = 54ccm. So haben wir denn den Tieren 60 ccm pro Tag 





aa ee 
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in 4 Malen verabreicht, also jedesmal 15ccm. Sie erhielten 
demnach pro Tag 0,06 g CaCl.,. 

Die jetzt folgenden Versuche 11, 12 und 13 wurden alle 
mit nicht filtrierter Kultur von B. coli in Bouillon ausgefiihrt. 


Versuch ll. (Unfiltrierte Kultur.) 

Ein Kaninchen bekommt wahrend 3 Tagen jeden Tag 60 ccm 
Wasser der Virchowquelle und ein anderes fiir die Kontrolle 
die gleiche Menge einer 0,9°/, igen Kochsalzlésung. Dann werden 
Capillarréhrchen mit einer nicht filtrierten Kultur von B. coli 
in Bouillon unter die Haut der beiden Hinterpfoten gebracht 
und nach 24 Stunden entfernt. Auf dem Versuchstag hat keine 
Einverleibung von Salzlésung stattgefunden. 

Resultat: Die Gesamtlinge der 6 Leukocytensiulchen betrigt 

beim NaCl-Kaninchen. ... . . . 7,25mm, 

»  Virchowquelle-Kaninchen .. . 9 “ 


Versuch 12. (Unfiltrierte Kultur.) 

Diese Versuchsreihe ist eine Fortsetzung der vorigen bei 
denselben Tieren. Nur werden jetzt, wahrend die Réhrchen 
unter der Haut liegen, also am Versuchstag, die beiden Fliissig- 
keiten (Kochsalzlésung und Mineralwasser) einverleibt. 

Resultat: Die Gesamtlinge der 6 Leukocytensaulchen be- 
tragt beim NaCl-Kaninchen. . .. . 84mm, 

»  Virchow-Quelle-Kaninchen 12 __,, 


Versuch 13. Unfiltrierte Kultur. 
Wiederholung von Versuch 11. 

2 andere Kaninchen werden wahrend 4 Tagen mit Wasser 
der Virchowgquelle und 0,9°/,iger NaCl-Lésung vorbehandelt. 
Dann werden wieder Kulturen unter die Haut gebracht. Am 
Versuchstag werden keine Lésungen einverleibt. 

Resultat: beim NaCl-Kaninchen. . . . . 65mm, 

»  Virchowquelle-Kaninchen . 7,75 ,, 

Aus diesen 3 Versuchspaaren geht hervor, da8 
das Wasser der Virchowquelle die Chemotaxis in er- 
heblichem MaBe beférdert hat. Bereits beim Hervorholen 
der Korkstiickchen aus den Hauttaschen fiel es auf, daB der 
weiBe Phagocytenbelag, der sich um die Korkstiickchen und 
um die Capillarréhrchen gebildet hatte, bei den Virchow- 
quelle-Kaninchen immer viel konsistenter, viel pha- 
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gocytenreicher war als bei den NaCl-Kaninchen. Das 
gleiche haben wir auch immer bei der rectalen Einverleibung 
von Ca-haltiger und Ca-freier NaCl-Lisung konstatieren kénnen. 
Bei der Ca-haltigen Lésung war immer die weiBe Masse viel 
dicker und phagocytenreicher. 

Die nunmehr folgenden Versuche wurden mit bakterien- 
freien Coli-Kulturen, also lediglich mit den Stoffwechsel- 
produkten angestellt. 


Versuch 14. 

Vorliegender Versuch ist, wie gesagt, nicht mit der un- 
filtrierten Kultur von B. coli, sondern bloB mit dessen Stoff- 
wechselprodukten ausgefiihrt worden. 

Diese wurden auf 2 Weisen erhalten: 

1. Indem den Bakterien die Gelegenheit geboten wurde, 
sich in der Nahrfliissigkeit (Glucosebouillon) zu entwickeln; dann 
wurden dieselben durch eine Chamberland-Kerze filtriert. 

2. Indem von einer Plattenkultur auf Gelatinagar der weiBe Be- 
lag entfernt wurde, mit NaCl-Lésung geschiittelt und dieSuspension 
nach einiger Zeit ebenfalls durch eine Kerze filtriert wurde. 

Mit Hinsicht auf weitere Experimente wiinschten wir zu 
wissen, welche von beiden Fliissigkeiten die ausgiebigste Che- 
motaxis hervorrief. Zu diesem Zweck wurde bei einem und 
demselben Tiere die eine Pfote mit 3 Capillarréhrchen der ersten 
Bereitung und die andere mit 3 Capillarréhrchen der anderen 
Bereitung beschickt. 

Dieses Versuchspaar wurde zu gleicher Zeit an 2 Kaninchen 
ausgefiihrt. Die Resultate lieBen keinen Zweifel tibrig. Die 
bakterienfreie Bouillonkultur ergab im Mittel eine Saéule von 
1,35 mm und die bakterienfreie NaCl-Flissigkeit dagegen 
eine Saéule von 0,75 mm. 

Also nahmen wir fiir die folgenden Versuche lediglich bak- 
terienfreie Bouillonkultur. 


Versuchsreihe 15. 
Hierzu wurden 4 Kaninchen, 1, 2, 3 und 41), gebraucht. 1 und 2 
bekommen 60 ccm 0,9°/,ige NaCl-Lésung, 3 und 4 60 ccm Wasser der 
Virchowquelle. 


1) Es handelt sich hier um andere Kaninchen als die, welche oben 
fiir die Einverleibung von CaCl,-haltigen NaCl-Lésungen gebraucht 
wurden, und auch mit 1, 2, 3, 4 usw. bezeichnet wurden. 
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Unmittelbar nachdem die Capillarréhrehen unter die Haut ge- 
schoben sind und die Wunde geschlossen ist, wird mit den rectalen Ein- 
spritzungen angefangen. 

30 Stunden nachher werden die folgenden Resultate notiert: 


i | Gesamtlinge der Leukocyten- 
saiulchen 

















Kaninchen 1, behand. mit NaCl 0,9 °/, ‘San StS” 
- 2, ” ” ” ’ ” 65 n 
* 3, m » Wasser d. Vq. © ~% 
” 4, ” ” n nr r 9 bd 
Versuch 16. 


Wiederholung von Versuch 15 mit 4 anderen Kaninchen, 5, 6, 7 
und 8, Jetzt bleiben aber die Capillarréhrchen statt 24 Stunden 2mal 
24 Stunden unter der Haut liegen. 








| Gesamtlinge der Leukocyten- 





siulchen 
Kaninchen 5, behand. mit NaCl 09% | |  13,75mm | 
n 6, n ” ” ? ” | 11,5 - 
* te . » Wasser d. Vq. 14 ~ 
” 8, yy rn ” ” ” 17 ” 


Der Einflu8 des Mineralwassers ist auch hier wieder er- 
sichtlich, aber es zeigt sich doch, da derselbe nach zweimal 
24 Stunden nicht so deutlich ausgesprochen ist wie nach 
24 Stunden. Das leuchtet auch ein, wenn man einen Augen- 
blick den Bildungsmechanismus der Séulchen im Auge behilt 
(vgl. 8. 69). Es empfiehlt sich also bei vorliegenden Chemo- 
taxisversuchen nicht, die Capillarréhrchen langer als 24 Stunden 
unter der Haut liegen zu lassen. 


Versuch 17. 

Vorliegendes Experiment erfolgte mit denselben Kaninchen (und 

wie immer, auch in derselben Hauttasche) wie beim Versuch 16, und 
zwar am folgenden Tag. Wahrend die Einverleibung von Filiissigkeiten 
fortgesetzt wird, bleiben die Réhrchen 24 Stunden liegen. 








Gesam am tlinge der Leukocyten- 











sdulchen 
Kaninchen 5, behand. mit NaCl 0,9°/, 6,5 mm 
bal 6, n ” , ” 6 
Wasser d. Vq. 10,75 ; 
n 8, ” ” n nn n . ” 





Man sieht, daB auch hier wieder das Mineralwasser die 
Chemotaxis beférdert hat. 
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Versuch 18. 

Dieser Versuch ist eine Wiederholung der vorigen und bezweckt, 
zugleich zu untersuchen, inwieweit die erhaltenen Resultate von der 
Weite der Capillarréhrchen abhingig sind. Im vorliegenden Versuch 
waren dieselben sehr eng: die lichte Weite betrug 0,2 mm. 

Es wurden wieder 4 Kaninchen genommen. 


Versuch mit sehr engen Capillarréhrchen. 














| Gesamtlinge der 6 Leukocyten- 








ae saulchen 
Kaninchen 9, behand. mit NaCl 0,9°/, 65mn > 
” ’ ” ” nn , n } 6,25 r 
‘< 11, » Wasser d. Vq. SS . 
” 12, r ” nr rn ” | nf 


Aus dieser Versuchsreihe geht hervor, daS auch in sehr 
engen Capillarréhrchen die Chemotaxis sich durch das Mineral- 
wasser gesteigert erweist. Im selben Sinne fiel der folgende Ver- 
such aus, wo die Capillarréhrchen weiter waren, als wir sie bis 
jetzt gebraucht hatten, namlich 0,45 mm. 


Versuch 19. 

Dieselben Kaninchen wie im Versuch 18. Die Capillarréhrchen 
liegen wieder 24 Stunden unter der Haut. Wahrend dieser Zeit werden 
rectale Einspritzungen verabfolgt. 

Die Capillarréhrchen sind weiter als normal (0,45 mm). 
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| Gesamtlange der 6 Leukocyten- 











saulchen 

Kaninchen 9, behand. mit NaCl 0,9°/, 7,5 mm 
” ’ n ” ” 0,9 ” 7,5 rn 
‘ 11, fi » Wasser d. Vq. 11,75 ,, 
bal 12, n ” ” ”» on” 1} n 


Aus dieser Versuchsreihe erhellt, da8 auch bei Anwendung 
weiter Capillarréhrchen, die Einverleibung des Ca-reichen Mineral- 
wassers eine bedeutende Steigerung der Chemotaxis hervor- 
gerufen hat. Der Umfang der Steigerung betragt hier: 

(11,75 +- 11) — (7,5 +- 7,5) 
- eis 

Es sei hier hervorgehoben, da® diese Zahl sowie im all- 
gemeinen die anderen Zahlen, die nach der oben befolgten Me- 
thode die Steigerung der Chemotaxis ausdriicken, bloB einen 
relativen Wert, oder genauer gesagt, einen Minimumwert 


-100 = 51°/,. 
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der Zunahme ausdriicken. Denn was ist eigentlich der Fall? 
Wenn ein Saulchen Leukocyten in das Capillarréhrchen ein- 
gedrungen ist, so beeintriichtigt dieses den weiteren Eintritt 
der beweglichen Zellen, und zwar hauptsachlich dadurch, daB 
jetzt der fliissige Inhalt der Capillarréhrchen nicht frei in die 
Umgebung diffundieren kann. So ist es denn auch erklarlich, 
daB bei langerem Aufenthalt der Capillarréhrchen unter der 
Haut der Einflu8 des Calciums stets weniger zum Ausdruck 
kommt. Man erinnere sich an Versuch 16, wo der Aufenthalt der 
Réhrchen 2mal 24 Stunden betrug. Aus diesem Gesichtspunkt 
wire es empfehlenswert gewesen, die Réhrchen noch kiirzere 
Zeit als 24 Stunden liegen zu lassen. In diesem Fall ware der 
prozentische Unterschied zwischen den Leukocytensiulchen bei 
den normalen und bei den Calciumtieren zweifelsohne gréBer 
ausgefallen. Demgegeniiber stand aber der technische Nach- 
teil, daB die absolute Lange der Saéulchen kleiner gewesen wire 
und weniger leicht genau zu messen. Es liegt auf der Hand, 
daB dieselbe Bemerkung fiir die Resultate mit CaCl,-haltiger 
und CaCl,-freier NaCl-Lésung auch Giiltigkeit besitzt. 

Noch aus einem andern Grund diirfte in Wirklichkeit 
die Steigerung der Chemotaxis bei der Aufnahme des Mineral- 
wassers groBer sein, als dieselbe sich aus den Versuchen er- 
geben hat. Wird ja dasselbe unter normalen Umstanden nicht 
auf rectalem Wege einverleibt, sondern per os. Dadurch wird 
das im Wasser vorhandene Calciumcarbonat und Hydrocarbonat 
im Magen in CaCl, umgewandelt, und es gelangt also mehr Calcium 
zur Resorption, als wenn man das Wasser per rectum einspritzt. 
Durch die Kérperwarme namlich wird Kohlensiure ausgeschieden 
und es fillt CaCO, aus. 

Aus zwei Griinden also mu8 der férdernde EinfluB des 
Mineralwassers auf die Chemotaxis héher veranschlagt werden, 
als aus der erhaltenen VergréBerung der Phagocytensiulchen 
hervorgeht; deshalb sind die erhaltenen Zahlen nur Minimal werte. 


Beférdert das Wasser der Virchowquelle auch die 
Phagocytose? 
Es schien interessant, zu untersuchen, ob das Ca-reiche 
Mineralwasser ebenso wie die Ca-haltige NaCl-Lésung die Kohle 
aufnehmende Tatigkeit der Phagocyten steigern wiirde. 
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Ich gebe hier 2 Versuchsreihen, aus denen dies deutlich 
hervorgeht. 


Einflu8 von Mineralwasser auf die Phagocytose. 

















eh | Prozentgehalt 
Flissigkeiten | der Leukocyten, die Kohle aufgenommen haben 
, WO ee 
NaC! 0,99%,...... 315 10 = 53,9°/, 
: 150 
Wasser der Virchowquelle 334° 100 = 64,1°/, 


Wie ersichtlich, ist das phagocytaére Vermégen durch das 
Wasser der Virchowquelle erheblich, nimlich um 
64,1 — 53,9 
«68,9 
gesteigert. Denn wie aus friiheren Versuchen hervorgeht, ist 
in 0,9°/, NaCl das phagocytire Vermégen nahezu dasselbe 
wie im Serum. 

Eigentlich muB der beférdernde EinfluB des Mine- 
ralwassers hier noch héher veranschlagt werden, zu- 
nichst daes ein wenig hypisotonisch ist, und zweitens, 
da bei Erwarmung auf Koérpertemperatur der Ca-Ge- 
halt abnimmt. 

Da8 in der Tat das Mineralwasser schwach hypisotonisch 
ist, diirfte aus Gefrierpunktsbestimmungen hervorgehen, die in 
meinem Laboratorium von Herrn Assistenten J. Offringa 
und von Prof. F. Bubanovic unabhiangig voneinander und 
zu verschiedenen Zeiten vorgenommen wurden. 

Bekanntlich sind wir gewohnt, bei der Bestimmung der 
Gefrierpunktserniedrigung von Fliissigkeiten auch die einer 
1°/,igen NaCl-Lésung anzufiihren.’) 

NaCl 1°/, 4 = — 0,640°. NaCl 1°/, A= — 0,634°, 
Wasser d. Vq. 4 = — 0,511°, Wasser d. Vq. 4 = — 0,509°. 

Diese beiden ganz unabhangig voneinander ausgefiihrten 
Bestimmungen zeigen in der Tat eine sehr gute Ubereinstim- 
mung. Berechnet man, welcher NaCl-Lésung die Depression 
des Mineralwassers ungefaihr entspricht, so bekommt man 
0,560 


0.637. 1°/, = 0,8°/,, das ist also gegeniiber dem Blutserum ein 








-100 = + 20%, 


1) Osmotischer Druck und Ionenlehre 1, 455. 
Biochemische Zeitschrift Band 26. 6 
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wenig hypisotonisch, was auch bereits aus der Vergleichung mit 
der Gefrierpunktserniedrigung des menschlichen Blutes, die im 
Mittel —0,56° betragt, hervorgeht. 

Nun wurde friiher beobachtet,!) daB in schwach hypiso- 
tonischen Lésungen die Phagocytose geringer ist als in iso- 
tonischen NaCl-Lésungen; und in wasserverdiinntem Serum ge- 
ringer als in normalem Serum. Wenn man aber bedenkt, dab 
bereits wahrend der Resorption im Darmkanal anisotonische 
Salzlésungen isotonisch werden,*) so wird es einleuchten, dab 
die schwache Hypotonie des Mineralwassers bald in eine Isotonie 
iibergehen wird. 

Natiirlich wird, wie wir bereits friiher bemerkten und wie auch 
von Kionka*) hervorgehoben wurde, damit nicht gesagt, daf 
durch Verabreichung von Lésungen, die 0,1°/,iges CaCl, ent- 
halten, der Calciumgehalt des Blutserums sich um 1°/, steigern 
wird; und selbst wenn dies der Fall ware, so ware es auch 
nicht gestattet anzunehmen, daB diese selbe Steigerung auch 
in der Gewebefliissigkeit erfolgen werde. Und auf die Zu- 
sammensetzung der Lymphe kommt es doch bei 6rtlichen bak- 
teriellen Prozessen gewdhnlich gerade an. Indessen lehren die 
obigen Untersuchungen, sowohl mit Calcium haltigen NaC!- 
Lésungen wie mit Wasser der Virchowquelle, da8 auch in 
den Geweben der Einflu8 des rectal einverleibten Calciums sich 
noch kraftig geltend macht. 

Doch kehren wir jetzt wieder auf die durch das Mineral- 
wasser hervorgerufene Steigerung der Phagocytose, die, wie wir 
fanden, in vitro ungefahr 20°/, betrug, zuriick. 

Wir bemerkten bereits oben, da8 im lebenden Kérper die 
Verhialtnisse insoweit giinstiger fiir die Phagocytose liegen als 
in vitro, weil das Mineralwasser als solches ein wenig hypiso- 
tonisch ist. Es macht sich nun auch noch eine andere Tat- 
sache in derselben Richtung geltend. Erhitzt man namlich das 
Wasser bei Ké6rpertemperatur, was bei den Phagocytosever- 
suchen notwendig ist, so fallt CaCO, aus. Es ist dies dann 
fiir die Ca-Wirkung verloren. Wird dagegen das Wasser per 0s 


1) Hamburger und Hekma, diese Zeitschr. 3, 88, 1907. 
*) Hamburger, Osmotischer Druck und Ionenlehre 2, 215. 
3) Kionka, l.c. 
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verabreicht, so wird das CaCO, bzw. Ca(HCO,), in CaCl, um- 
gewandelt und als solches resorbiert. 


Nicht ohne Interesse diirfte noch ein anderer Versuch 
sein, der auch wieder die Calciumwirkung des Mineralwassers 
hervorhebt. In dem _ betreffenden Versuch wurde die Leu- 
kocytensuspension wahrend 24 Stunden in 0,9°/,igem NaCl be- 
lassen. Dann wurde von derselben eine kleine Menge mit dem 
Mineralwasser und die gleiche Menge mit frischer NaCl-Lésung 
vermischt. Nach */, Stunde wurden beide mit Kohle versetzt 
und das phagocytére Vermégen beider Suspensionen ermittelt. 








Leukocytensuspensionen, die wahrend | sal ia 
24 Stunden in einer NaCl-Lésung von | Prozentgehalt der Leukocyten, die 
0,9°/, verweilt haben, iibergebracht in | 








Frische NaCl-Lésung 0,9°/, . . . . | 914 100= 3.2%, 
127 
Wasser der Virchowquelle. . .. . | 293° 100 = 56,9°/, 


Man sieht, wie kraftig das Mineralwasser das ge- 
sunkene phagocytéire Vermégen wieder belebt hat. 


Zusammenfassung. 


1. Calcium beférdert die Chemotaxis in erheb- 
lichem MaBe. 

2. Es wurde dies nachgewiesen nach 2 Methoden: 

a) Dadurch, daS calciumfreie und calciumhaltige Kul- 
turen von Bakterien (Coli) in Capillarréhrchen unter die Haut 
gebracht und die Lingen der eingedrungenen Leukocytensaéulchen 
miteinander verglichen wurden. 

b) Dadurch, daB man calciumfreie und calciumhaltige 
Salzlésung in den Verdauungskanal brachte und dann ermittelte, 
wie groB in den beiden Fallen die Séulchen von Leukocyten 
waren, die in die mit Bakterienkultur beschickten Capillar- 
rdhrchen angelockt waren. 

3. Sowohl bei den Versuchen a wie bei den Versuche b 
wurde mit den Bakterienaufschwemmungen als solchen und auch 
mit den durch eine Chamberland-Kerze erhaltenen Filtraten, 
also mit den Stoffwechselprodukten der Mikroben experimentiert. 

Die Resultate stimmten miteinander wtberein. 


6* 
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4, Zur Einverleibung in den Verdauungskanal wurden 
zweierlei Fliissigkeiten angewandt: 
1. CaCl,-haltende NaCl-Lésung; 
2. das calciumreiche Wasser der Virchow quelle (Kied- 
rich bei Eltville). 

5. Einverleibung von bloB 0,1 g CaCl,-enthaltender NaCl- 
Lésung pro Tag bei Kaninchen von etwa 3'/, kg steigerte die 
Chemotaxis bereits in erheblichem MaBe. 

Einverleibung von 60 ccm des genannten Mineralwassers, 
die einer Zugabe von 0,06 g CaCl, pro Tag entsprach, rief 
noch eine Steigerung der Chemotaxis von 50°/, und mehr her- 
vor. Es sei hervorgehoben, da8 die in dieser Weise 
erhaltenen Zahlen nur Minimumwerte vorstellen. (Vgl. 
8. 75 und 79.) 

6. Mit der vom Mineralwasser herbeigefiihrten Steigerung 
der Chemotaxis ist der giinstige EinfluB, den dasselbe auf die 
Phagocytose ausiibt, vollkommen in Ubereinstimmung. (Vgl. 
8. 76 und 80.) 

7. Durch diese chemotaktischen Untersuchungen 
ist somit nachgewiesen, da8 Calcium nicht nur in 
vitro, sondern auch im lebenden Kérper die Tatig- 
keit bzw. Beweglichkeit der Phagocyten in sehr erheb- 
lichem MaBe anregt. 








Beitrige zur Himolyse durch Lipoide. 
Von 


H. Liefmann und M. Cohn. 


(Aus der bakteriologischen Abteilung des Rudolf Virchow-Krankenhauses 
zu Berlin.) 


(Eingegangen am 15. April 1910.) 


Einleitung. 


Das eingehende Studium der hamolytischen Eigenschaften, 
die verschiedenen Lipoiden zukommen, ist mittelbar durch 
Metschnikow angeregt worden. In der Uberzeugung von 
dem cellularen — genauer leukocytaéren — Ursprung der Alexine 
untersuchte Metschnikow die Extrakte besonders der makro- 
phagenhaltigen Organe und stellte fest, daB sie die Eigenschaft 
besitzen, rote Blutkérperchen aufzulésen.’) Die Untersuchungen 
wurden von anderen Autoren weitergefiihrt und auf die iibrigen 
Organe ausgedehnt, die Grundtatsache im groBen und ganzen 
bestitigt.*) Gleichzeitig erkannte man die bactericide Eigen- 
schaft der Organextrakte.*) Von Lipoiden war aber noch wenig 
die Rede. Jedoch in dem MaBe, wie die wasserige Extraktions- 
methode der alkoholischen das Feld raumte, drang die Er- 
kenntnis durch, da8 als wirksames Agens der haimolytischen 
Ausziige Fettkérper zu betrachten seien. Im allgemeinen be- 
gniigte man sich damit, iiberhaupt die Lipoidnatur anzudeuten *) 


1) Metschnikow, Annales de I'Inst. Pasteur, Okt. 1899; L’Im- 
munité, Paris 1901. 

2) Shibayama, Centralbl. f. Bakt. 30, 1901. — Klein, K. K. Ges. 
d. Arzte in Wien. Sitzg. v. 20. Dez. 1901. — Tarassévitsch, Sur les 
Cytases. Annales de I’Inst. Pasteur, Febr. 1902. 

3) Conradi, Beitr. z. chem. Physiol. u. Pathol. 1, 1901. 

*) Korschun und Morgenroth, Berl. klin. Wochenschr. 1902, 27. 
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oder hervorzuheben.') In der Tat zeigten sowohl die Organe 
ein verschiedenes Verhalten gegen die Manipulationen, denen 
sie unterworfen wurden, wie auch die Extrakte gegen die ver- 
schiedenen fettlésenden Stoffe, beispielsweise gegen Alkohol und 
Ather.*) Sodann muBte die Frage entschieden werden, welcher 
Klasse der Lipoide die hiamolytischen — und auch bactericiden*) — 
Substanzen in den Organausziigen eingereiht werden sollten. 
Konnte auch keine eindeutige Antwort gegeben werden, so 
sprachen doch manche Befunde chemischer oder biologischer 
Art fiir die Vermutung, da8 man es mit Seifen oder seifen- 
artigen Verbindungen bzw. Fettséiuren zu tun habe.*) 

Was wir hier tiber die Organextrakte gesagt haben, laBt 
sich auf das Blutserum iibertragen. Auch im Blutserum wurden 
hiimolytische Lipoide nachgewiesen.®) Auch hier wurden von 
manchen als die wirksamen Stoffe die Seifen angesehen.*) 

Diese letzte Tatsache ist es nun vornehmlich gewesen, die 
einigen Forschern den Gedanken nahebrachte, daB fiir Vorginge 
wie die Komplementhimolyse die im Serum enthaltenen blut- 
lésenden Fettstoffe von Bedeutung seien. Da ferner z. B. 
Lecithin und Komplement sich bei verschiedenen Prozessen 
direkt gegenseitig vertreten kénnen — so bei der Aktivierung 


des Kobragiftes, bei der Komplettierung kolloider Siuren’) —, 
und da das himolytische Komplement mit den Lipoiden 
manche Reaktionen gemein hat, so sahen sich Landsteiner 
und seine Mitarbeiter zu der Ansicht bestimmt, die Komple- 
mente standen den Lipoiden nahe, seien vielleicht LipoideiweiB- 


1) Donath und Landsteiner, Wiener klin. Rundschaa 1902, 40; 
Zeitschr. f. Hygiene 43, 1903. — Kyes und Sachs, Berl. klin. Wochenschr. 
1903, 2 bis 4. — J. Bauer, diese Zeitschr. 10, 1908. 

2) U. Friedemann, Arch. f. Hygiene 69. 

3) Landsteiner und Ehrlich, Centralbl. f. Bakt. 45, 1907. 

4) Levaditi, Annales de l’Inst. Pasteur 17, 1903. — H. Noguchi, 
Uber gewisse chem. Kompl.-Substanzen. Diese Zeitschr. 6, 1907. — 
Tallqvist, Zeitschr. f. klin. Med. 61. — Morgenroth und Schiffer, 
diese Zeitschr. 21, 1909. 

5) W6lfel, Journ. of infect. diseas. 1905. — Levaditi, Compt. 
rend Soc. Biol. 58, 1905. — U. Friedemann, lL. c. 

8) H. Noguchi, 1. c.—L. v. Liebermann, Arch. f. Hygiene 62, 1907. 

7) Landsteiner und Jagic, Wiener klin. Wochenschr. 1904; 
Miinch. med Wochenschr. 1904. 
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verbindungen.') Andere Autoren, die ebenfalls Vergleiche zwischen 
Lipoiden und Komplementen angestellt hatten, lehnten eine 
derartige Anschauung bedingungslos ab. So K yes undSachs(l.c.). 
Ganz entschieden setzten sich dahingegen fiir die Auffassung 
von der Lipoidnatur des Komplementes H. Noguchi*) und 
L. v. Liebermann®) ein. Sie versuchten ihre Hypothese zu 
stiitzen, indem sie Serum und Seife zu einem inaktiven Gemisch 
kombinierten; dieses kiinstliche Komplement iibte bei v. Lieber- 
mann in Gegenwart eines unspezifischen kiinstlichen ,,Ambo- 
ceptors‘, wie Olsdure oder Borsaure,*) eine himolytischeFunktion 
aus, bei Noguchi sogar mit Hilfe eines Immunamboceptors. 
Entsprechend der Beweisfiihrung zerfiel die Kritik, die sie zur 
Folge hatte, in zwei Teile. Einerseits wurden die Versuche 
selbst bemangelt, sei es beziiglich der Einwandsfreiheit ihrer 
Anordnung, sei es hinsichtlich der aus ihren Ergebnissen gezogenen 
Schliisse. Auf der andern Seite hob die Kritik mehr allgemeine 
Gesichtspunkte hervor. 

Mit diesen Fragen haben auch wir uns beschiaftigt. Das 
Problem lautete fiir uns: Was spricht fiir die Vermutung, dab 
das wirksame Prinzip des haimolytischen Komplements in den 
Lipoiden des Serums zu erblicken ist? Um indessen einer solchen 
Frage naher zu treten, muSten wir uns erst iiber die Wirk- 
samkeit der in Rede stehenden Fettstoffe selbst einen Uber- 
blick verschaffen. Das an der Hand der bereits vorliegenden 
zahlreichen Tatsachen und unserer eigenen Befunde zu tun, 
ist der Zweck der vorliegenden Arbeit. 


I. Die angewandten Stoffe und ihre allgemeinen Eigenschaften. 


Wir arbeiteten mit Hammelblutkérperchen. Sie wurden 3mal 
gewaschen und, mit 0,85°/,iger Kochsalzlésung versetzt, als 
5°/,ige Aufschwemmung gebraucht. 


1) Landsteiner und Dautwitz, Beitrige z. chem. Physiol. u. 
Pathol. 9, 1907. — Landsteiner und Ehrlich, l. ec. 

2) H. Noguchi, |. c.; Uber die chem. Inakt. usw. Diese Zeitschr. 
6, 1907. 

3) L. v. Liebermann, diese Zeitschr. 4, 1907 und L o, 

4) L. v. Liebermann und B. v. Fenyvessy, Uber gegenseit. 
Aktiv. him. unwirks. Stoffe. Zeitschr. f. Immunitatsforsch. u. experim. 
Ther. 2, 1909. 
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Was die Lipoide selbst anlangt, so haben wir aufer der 
Seife das Lecithin, die Olséiure und das Cholesterin 
in den Kreis unserer Untersuchung gezogen. Die Seife, dlsaures 
Natron von Kahlbaum, wird gleichfalls mit 0,85°/,iger Koch- 
salzlésung verdiinnt, meist nach vorausgehender Zerquetschung 
im Mérser. Die Seifenhimolyse ist ziemlich charakteristisch. 
Wendet man nicht ganz geringe Dosen an, so spielt sich der 
Vorgang im allgemeinen so ab. Nach einem im Verhiltnis zur 
Quantitét wechselnden Inkubationsstadium macht sich eine 
Spur Lyse bemerkbar; damit ist das Zeichen gegeben, da8 
nunmehr die Auflésung der Blutkérperchen sehr schnell, unter 
Umstinden im Laufe eines Minutenbruchteils beendet sein kann. 

Anders verhalt sich die Olsture (Kahlbaum). Wir ver- 
diinnen sie gewoéhnlich mit Kochsalzlésung und stellen durch 
energisches Schiitteln mit der Hand eine leidliche Emulsion her. 
Gleichwohl ist das Arbeiten mit der Olsdure nicht ganz genau, 
weil das Aufrahmen der Fettsaurekiigelchen sich nicht vermeiden 
laBt. Die Hamolyse durch Olsaiure schreitet nach Uberwindung 
des Latenzstadiums ziemlich gleichmaBig fort. Aber gréBere 
Mengen erwecken oft den Eindruck, als ob sie langsamer und 
schwacher lésen als kleine Mengen. Das riihrt teilweise von 
der Triibung durch die stark konzentrierte Olemulsion an sich her. 
AuBerdem bilden sich bei Anwendung sehr groBer Dosen grau- 
braunliche Flocken, die zuniachst aufsteigen, dann, beim An- 
wachsen zu gréBeren Konglomeraten, die Neigung haben, sich 
zu Boden zu senken. Das beruht wohl auf einer Prazipitierung 
von Erythrocytenbestandteilen und bewirkt, da8 nach der Auf- 
lésung der Blutkérperchen durch viel Olséiure die Suspensions- 
fliissigkeit nicht so intensiv rot erscheint wie bei der Himolyse 
durch wenig Olséiure. In dieser Beziehung hat die Olsaure 
Ahnlichkeit mit der Kieselsiure.1) Ubrigens unterdriickt ein 
Zusatz von Cholesterin zu der Fettsiure die Flockenbildung 
und Triibung wesentlich. 

Von den Handelslecithinen bedienten wir uns teils des 
Agfa-Praparates, spiterhin gréBtenteils des Ovolecithin- Billon 
von Poulenc fréres, Paris. Das letztere ist in seinen Aufschwem- 


1) Vgl. L. v. Liebermann, Uber Hamagglut. u. Hamatolyse. II. 
Arch. f. Hygiene 62. 1907. 











Hamolyse durch Lipoide. ay 


mungen klarer als das erste und soll nach Nerking') ein fast 
reines Distearyl-Lecithin sein. Das Praparat wird entweder 
von vornherein mit Kochsalzlésung verdiinnt oder zuerst mit 
Alkohol bzw. Ather aufgelést und dieser aus der fertigen 
Aufschwemmung vertrieben. Das Lecithin lést langsam und 
gleichmaBig fortschreitend. 

Das Cholesterin endlich ist von Merck bezogen. Es wird 
entweder nach Zerreibung im Morser in NaCl-Lésung gebracht 
oder — so in den meisten Fallen — zuvor in heiBem Methyl- 
alkohol aufgelést. 

Vergleicht man die Blutlésungskraft dieser Stoffe unter- 
einander, so ist es bekannt, da8 das Cholesterin die roten Blut- 
kérperchen nicht zu zerstéren vermag; sein Verhalten zu der 
Hamolyse der andern Lipoide — wie auch zu der des Kom- 
plementes — macht aber eine Besprechung notwendig. Das 
Lecithin-Billon lést etwa 8 bis 10mal schwiacher als Olséure 
und Seife. Diese beiden halten sich ungefaéhr die Wage. Zwar 
schien am Anfang die Olséure keinen so intensiv hamolytischen 
Charakter zu besitzen wie die Seife. Seitdem wir jedoch auf das 
kraftige Schiitteln der Fettsiure-Emulsion Wert legen, nehmen wir 
auch an ihr eine sehr bedeutende blutlésende Energie wahr. 

Es sei hinzugefiigt, da8 wir im allgemeinen nicht auf die 
Auffindung der kleinsten noch lésenden Dosen ausgegangen 
sind, sondern meistens schnell oder mittelschnell losende Mengen 
gewahlit und ihre Wirkung bei 37° zeitlich verfolgt haben. Die 
haimolytische Fahigkeit der Seife in verschiedenen Dosen zeigt 
die folgende Tabelle. 
































*/10000 Total gelést 

Nr. NaCl Seife Blk. onl 

1 15 | 20 | 06 5 Min 

2 2,0 1S | e . 4 

3 2.5 lo | Cy 10 ° 

4 2,6 0,9 ~ = 

5 2,7 08 | :  ~ 

6 2,8 0,7 “ Oe ix 

7 2,9 0,6 < 55 __s,, ungefabr 

x 3,0 0,5 | -  » 

9 3,1 04 | ‘ 31/,8t. ,, 


NaCl = 0,85°/,ige Kochsalzlésung. Blk. = 5°/,ige Hammelblut- 
kérperchen-Aufschwemmung. 


1) Nerking, diese Zeitechr. 23, 1909. 
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Oftmals léste die Seife noch stirker. In diesem Falle 
bemerken wir einen groBen Sprung in der Lésungszeit zwischen 
der Dosis 0,8 und 0,7; besonders groB aber ist der Unterschied 
zwischen 0,5 mit 60 Min. und 0,4 mit 3'/, St. Grade bei den 
kleinsten Dosen fallen aber naturgemaéB kleine Pipettierfehler 
weit mehr ins Gewicht als bei den groBen. Ahnliche Tabellen 
wie fiir die Seife erhalt man fiir die Olsdure und bei relativ 
gréBeren Dosen auch fiir das Lecithin. Es sei erwahnt, daB 
die Lipoide in isotonischer Rohrzuckerlésung schwacher wirken 
als in Kochsalz,') nur bei der Seife ist dies nicht ausgesprochen. 

Friedemann und Sachs (lI. c.) haben gesehen, daB auch 
bei 0° etwas Seife von den Blutkérperchen gebunden wird. Es 
war uns nicht gut mdglich, diese Behauptung nachzupriifen: 
wir konnten nicht mit geniigender Sicherheit ausschlieBen, daB 
die Seife in der Kalte teilweise ausfallt und dann beim Zentri- 
fugieren sedimentiert. Sapo medic. jedenfalls gerat in der Kalte 
in einen Zustand gelatinéser Erstarrung. 


II. Das Verhalten des Immunamboceptors zu der Lipoid- 
himolyse. 

Im Hinblick auf den Zweck dieser Untersuchung mu8 das 
Verhalten des Amboceptors zu der Lipoidhaimolyse ein 
besonderes Interesse beanspruchen. Hiermit begeben wir uns 
allerdings, soweit die Seife in Betracht kommt, auf ein um- 
strittenes Gebiet. Wahrend Noguchi’) berichtet, daB nicht mehr 
lésende Dosen Seife und inaktives Seifen-Serum-Gemisch mit Hilfe 
eines Amboceptors die roten Blutkérperchen auflésten, sprechen 
sich die meisten Nachuntersucher in verneinendem Sinne aus. 
Sie konstatierten sogar, daB eine Sensibilisierung die Seife hemmt. 
So Hecker®), v. Dungern und Coca‘) u.a. Bauer (I. c.) inakti- 
vierte hamolytische alkoholische Organextrakte und konnte durch 
Hinzufiigung von Amboceptor zu keiner Reaktivierung gelangen. 


1) Vgl. Bang in Asher-Spiro, Ergebn. d. Physiol. 9, 1909; Kobra- 
gift u. Haimolyse. III. Mitteil. Diese Zeitschr. 23, 6. Heft, 1910. 

2) Noguchi, Uber gewisse chem. Komplementsubst. Diese Zeit- 
schr. 6, 1907. 

3) Hecker, Arbeiten a. d. Kgl. Inst. f. experim. Ther. zu Frank- 
furt a, M. 1907, 3. Heft. 

*) v. Dungern und Coca, Berl. klin. Wochenschr. 1908, 7. 
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Noguchi hat stark sensibilisierte Blutkérperchen gewaschen und 
eine Beférderung der Seifenhimolyse gesehen. Auch v. Dungern 
und Coca, ebenso Hecker, haben durch Auswaschen das 
iiberschiissige Immunserum entfernt und doch — wie erwaihnt — 
die Beobachtung Noguchis nicht bestatigen kénnen. In der 
Mitte stehen Friedemann und Sachs’), die bei Unterlassung 
des Waschens Hemmung, nach Eliminierung des SerumeiweiBes 
zwar keine Hemmung, niemals aber eine Begiinstigung der 
Seifenhimolyse durch den Immunkérper beobachtet haben. Die 
groéBere Widerstandsfahigkeit erst sensibilisierter und dann nicht 
gewaschener Erythrocyten fiihren sie auf EiweiShemmung zuriick. 
Auch wir haben gesehen, da8 amboceptorbeladene (darauf nicht 
gewaschene) Blutkérperchen ziemlich konstant langsamer von 
der Seife aufgelést werden als amboceptorfreie Blutzellen. (Der 
Amboceptor war vom Kaninchen gewonnen.) Diese Hemmung 
ist bei Anwendung geringer Seifenmengen sehr ausgesprochen, 
bei gréBeren Quantitaéten auch deutlich, aber nicht so intensiv, 
und bei Benutzung sehr groBer Dosen fallt die Hemmung fort, 
bzw. entzieht sie sich der Wahrnehmung. Jedenfalls diirfte 
bei unserer Konzentration des Immunserums von 1: 400 die in 
0,5 ccm (fiir 0,5 Blut) enthaltene EiweiBmenge allein zu einer 
ausreichenden Erklarung fiir die Resistenz sensibilisierter Ery- 
throcyten nicht ganz geniigen. Zentrifugierten wir aber dic 
mit Amboceptor behandelten Blutkérperchen und gossen die 
iiberstehende Fliissigkeit vom Sediment ab, so wurde haufig 
zu unserer Uberraschung das so vorbereitete Blut schneller von 
der Seife zerstért als das unpraparierte. Diese Beobachtung 
hat auch von Knaffl-Lenz*) gemacht. Kénnen wir jedoch 
bei Unterlassung des Waschens die Hemmung der Seife durch 
den Amboceptor nicht als bloBe EiweiShemmung deuten, so 
diirfen wir noch weniger fiir die schnellere Auflosung sensibil/- 
sierter und zentrifugierter Blutkérperchen eine spezifische Ambo- 
ceptorfunktion verantwortlich machen. Denn das Zentrifugier:n 
— geschweige das wiederholte Waschen — amboceptorvorbe- 
handelter Blutkérperchen darf nicht als ein in jeder Beziehung 
harmloser Eingriff hingenommen werden. Immunserum agglu- 
tiniert, das eine mehr, das andere weniger; das tritt grade 


alk 1) Friedemean und Sachs, diese Zeitschr. 12, 1908. 
2, v. Knaffl-Lenz, diese Zeitschr. 20, 1909. 
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nach dem Zentrifugieren des sensibilisierten Blutes deutlich in 
die Erscheinung und macht sich durch die mehr oder minder 
schwere Zerteilbarkeit des Sedimentballens kenntlich. Besonders 
das Aufschiitteln agglutinierter Blutkérperchen bedeutet aber 
haufig eine Schwachung ihrer Widerstandskraft gegen neue 
Schadigungen, kann sogar etwas zur Hamolyse fiihren. Ob 
teilweise auf dieses Moment, ob nur auf die Wahl der hamo- 
lytischen Systeme oder auch auf andere Ursachen die Ver- 
schiedenheit der Versuchsergebnisse bei den einzelnen Unter 
suchern zurickzufiihren ist, entzieht sich unserer Beurteilung. 

Ist demnach die Ausschaltung des Immunserumeiweifes 
durch Waschen nicht ganz einwandsfrei, so erscheint uns der 
entgegengesetzte Weg ratsamer. Wenn in unserer wenig kon- 
zentrierten Amboceptorlésung nur das EiweiB fiir die Hemmung 
der Seifenhamolyse anzuschuldigen ist, dann miiBte der Aus- 
schlag um so gréBer sein, je giinstigere Gelegenheit wir dem 
ImmunserumeiweiB bieten, die Seife zu binden. Diese Bedingung 
ist erfiillt, wenn wir nicht zuerst die Blutkérperchen mit dem 
Amboceptor — gewoéhnlich 10 bis 15 Min. bei 37° — zusammen- 
bringen, sondern den letzten mit der Seife digerieren und dann 
erst Blut hinzu tun. 





Yow | low | pm | eee | total gl 
Seife | Amb. Bik. | Amb, | Total goliet 
5 Min. a _10 Min. 37° 


0,5 — = Min. 
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| 33 
| 34 
| 39 
| 32 
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| 
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Amb. = Amboceptor: 


In der Tabelle ist jedes Réhrchen 3mal angesetzt, um 
gewisse Schwankungen beriicksichtigen zu kénnen. Die Ver- 
zogerung durch den Amboceptor betragt ungefahr 10 bis 13 Min., 
und zwar gleichgiiltig, ob der Amboceptor vorher mit der Seife 
digeriert ist oder nicht. 

Wir haben ferner die amboceptorhaltige Fliissigkeit */, St. 
bei 80° gehalten, dann Blut, nach 10 Min. Seife zugesetzt. 
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1 & 1/400 
Nr. | NaCl | hheewe Bik. * — go} Total geldst 
ife bs nach 
| = 10 Min, 37° 
1 2,3 0,7 0,5 | 0,5 30 Min. 
2 2,3 » . - 29 
3 2,3 bad nn | bal 28 nr 
la 2,8 n » _ 24 n 
2a 2'8 e : | s 26 ” 
3a 23 | ° “ - 25” 











Die Seife hat um wenig langsamer gelést als im vorigen 
Versuch, aber der Amboceptor hat nur um ca. 4 Min. die 
Hamolyse verzégert. Es ist also immerhin méglich, da8 das 
Eiwei8 des Immunserums grade dann eine besondere Hem- 
mungskraft entfaltet, wenn es an die Blutkérperchen verankert 
ist und dort gewissermaBen den Dienst einer Schutzwehr leistet. 

Fiir die von uns geiibte Versuchsweise wird deshalb etwa 
folgende Zusammenfassung dem wirklichen Sachverhalt nahe 
kommen: Das Eiwei8 des schwach konzentrierten Immunserums 
beteiligt sich méglicherweise in einem gewissen MaBe an der 
Verzégerung der Seifenhimolyse, der gréBere Anteil ist wahr- 
scheinlich dem spezifischen Immunkérper zuzusprechen. 

DaB der EiweiBhemmung wohl nicht die allein ausschlag- 
gebende Rolle bei dem geschilderten Vorgang zufallt, darf auch 
aus dem Fehlen dieser Erscheinung in den meisten Fallen bei 
der Olsiure-Hamolyse geschlossen werden. Nach v. Dungern 
und Coca (I. c.) freilich verhalt sich in dieser Beziehung die 
Olsiure wie die Seife; wir haben dies indessen nicht bestatigt 
gefunden. Wir fiigen hinzu, da8 auch auf die Blutauflésung 
durch Lecithin der Amboceptor ohne Einflu8 ist, obwohl hier 
geringe Schwankungen vorkommen; zuweilen hatte es namlich 
sogar den Anschein, als ob das Lecithin durch den Immun- 
k6rper begiinstigt werde. 


Ill. Beziehungen der Lipoide zueinander. 


Im nun folgenden Kapitel sollen einige Beziehungen 
der Lipoide zueinander bei der Blutauflésung besprochen 
werden. 

Das Cholesterin kommt nur als Hemmungskérper in Be- 
tracht, allerdings in sehr verschiedenem MaBe. So ist die 
Hemmung der Olsaiure gegeniiber recht wenig ausgesprochen 
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und nur bei Anwendung verhialtnismaBig groBer Dosen Chvle- 
sterin deutlicher. Wir lassen ein Beispiel folgen. 





| 1 /10000 NaCl 1/1000 Total gelést 
Nr. Olsaure | Cholest. | Blk. & 


| 15 Min. 37° 


nach 


— 0,5 8 Min. 
0,5 - a 
0,5 3,0 | — o me * 
05 | § 0,5 - 40 , 

Wir sehen: eine so groBe Dosis Cholesterin wie 0,5 1 (Ge- 
wichtsmaB):1000 verzégert eine Olsiuremenge von 1,0 1 (Raum- 
ma8):10000 nur um 3 Minuten. Erst ein noch gréBeres Mib- 
verhaltnis zwischen den Quantitaéten der beiden K6rper zu 
ungunsten der Fettsiure gibt einen bemerkbareren Ausschlag. 
Vielleicht handelt es sich dann um Adsorptionserscheinungen. 
(Vgl. Kyes und Sachs, I. c., beziiglich der Hemmung des Kobra- 
gift aktivierenden Komplementes durch Cholesterin.) Zwar 
ware die Olsiure dank ihrem chemischen Charakter an sich 
als Angriffssubstanz fiir das interferierende Cholesterin geeignet, 
da dessen Wirkung nach Hausmann!) u. a, auf der OH-Gruppe 
beruht, also gerade Séuren seinem EinfluB unterliegen. Aber 
unter Umstanden kann eben der neu entstandene Kérper gleich- 
falls hamolytisch sein. In dem Sinne bezeichnen Faust und 
Tallqvist*) den Olsdure-Cholesterin-Ester als stark himolytisch. 
Doch ist festzuhalten, daB beim einfachen Mischen der beiden 
Substanzen noch keine neue chemische Verbindung zu entstehen 
braucht, es kann bei einer einfachen Anlagerung sein Bewenden 
haben.*) Aber auch wenn wir die Mischung der Stoffe in 
Substanz auf 80° erhitzt haben, bemerkten wir an dem so ge- 
wonnenen Produkt keine Verminderung des hamolytischen Ver- 
mogens. 

Wie zur Olsdure, so verhalt sich das Cholesterin auch zur 
Seife, was die Hemmung anbetrifft. Nach Isovesko und 
Foucand*) soll zwar Na oleinic. durch Cholesterin gehemmt 


1,0 








1) Hausmann, Beitrige z. chem. Physiol. u. Pathol. 6. 

2) Faust und Tallqvist, Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 
57, 1907. 

3) Vgl. Aschoff, Zieglers Beitrage z. patho]. Anat. 47, 1909. 

*) Isovesko und Foucand, Compt. rend. Soc. Biol. 64, 1908. 
Zitiert nach Meyerstein. 
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werden. K. Meyer’) bestreitet es. Noguchi*) gesteht eine 
Verzégerung seiner Seifen-Serum-Mischungen durch groBe Mengen 
Cholesterin zu, aber der Einflu8 sei unsicher. Meyerstein‘) 
endlich spricht von einer weitgehenden Hemmung der Seife nur 
beim Aufkochen beider Stoffe zusammen, so auch v. Lieber- 
mann und vy. Fenyvessy*). Uber deutliche zeitliche Ver- 
zogerung nicht gekochter Mischungen berichtet Meyerstein 
desgleichen, jedoch sind seine Cholesterin-Mengen sehr groB. 
Die Tabelle, die wir folgen lassen, zeigt, ahnlich wie oben bei 
der Olsiure, daB selbst das 5fache Quantum Cholesterin nicht 
stark verzégert und daB erst die 10fache Dosis von Belang ist. 





*/10.000 NaCl 1/1000 , 
Seife | Cholest. . | Total gelést nach 


15 Min. 37° 
1,0 2,5 — 
1,0 2,0 0,5 
0,5 3,0 - , 
0,5 2,5 0,5 nach 2St. ungelést 
Anders das Lecithin. Mit dem Lecithin-Agfa l4Bt sich 
die Verzégerung bzw. vollstindige Hemmung wegen der starken 
Triibung der Suspensionen nicht gut demonstrieren. Die viel 
klarere Verdiinnung des Lecithin-Billon eignet sich besser. Der- 
selbe Versuch, mit Amboceptor gemacht, fiihrte ungefahr zu 


dem gleichen Ergebnis. 














1/1000 * ; 2 
ine | NaCl /1000 
Millon | Cholest. 
15 Min. 37° 
1,0 25; — nach 2 Min. total gelést 
1,0 2,0 0,5 a »  l'/o St. ungelést 
| 22] 03 >; is 
24, 0,1 » ca. 11/, St. total geldst 
30, — » 8 Min. os * 
, 2,9 0,1 »  1/, St. ungelést 
\ 2.9 | 0,05 » LY, , Spur 


Es zeigt sich also, daB selbst die 10mal kleinere Menge 
Cholesterin auf Lecithin einen stark verzégernden EinfluB hat. 
Es kann aber auch zu dauernder Hemmung kommen. So ist 











1) K. Meyer, Arch. f. Hygiene 65, 1908. 

2) Noguchi, Uber gew. chem. Kompl.-Subst. Diese Zeitschr. 6, 1907. 

3) Meyerstein, Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 60, 1909. 

4) vy. Liebermann und v. Fenyvessy, Uber gegenseit. Aktiv. 
usw., 1. c. 
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in einem Versuch 1,0 Lecithin-Billon */,,,,, das mit und ohne 
Amboceptor 0,5 Blk. in 5 bzw. 6 Min. total léste, mit 0,5 Chole- 
sterin */,,.. versetzt, nach 24 St. (erst 2 St. 37°, dann Eis- 
schrank) ohne Wirkung geblieben; ebenso hat 0,5 Lecithin, das 
in 15 Min. total léste, mit 0,2 Cholesterin versetzt, nach 24 St. 
nur schwache bzw. fast gar keine Lésung gegeben. — Vgl. hierzu 
auch eine AuBerung von Kyes und Sachs, |. c. am SchluB. 

Solchen Hemmungsbeziehungen wie zwischen Cholesterin 
und Lecithin begegnen wir bei der Kombination der iibrigen 
— haimolytischen — Fettstoffe nicht; aber wir haben es auch 
nicht durchweg mit Beschleunigungen zu tun. 

Die Seifen-Haimolyse wird durch Olséure im allgemeinen 
nicht verzégert, unter Umstianden sichtlich beschleunigt; dann 
z. B., wenn man 1,0 Olsdure */,,,.. — etwas weniger, doch 
ebenfalls erkennbar, wenn man 0,4 */,,,., erst 5 Min. bei 37° auf 
0,5 Blutkérperchen einwirken 148t. An der oben besprochenen 
Amboceptorhemmung wird dabei nichts geindert. Die ge- 
nannten Olsiuremengen lésten nach 3'/, St. (37°) nur sehr 
schwach bzw. gar nicht. Sogenannte Summation kann natiirlich 
nicht ausgeschlossen werden. Die Seifendosis betrug 1,5 */,, 5, 
die allein in 35 Min., mit Amboceptor in 60 Min. total liste. 

Wurde der gleichen Seifendosis 1,0 Lecithin */,,,.. voran- 
geschickt, so trat eine Beschleunigung ein, wahrend 0,5 Lecithin 
keinen Einflu8 hatte. Wurden aber beide Substanzen erst 5 Min. 
miteinander bei 37° gehalten, so brachte die gréBere Lecithinquanti- 
tat eine nur geringe Beschleunigung zustande, die kleinere an- 
scheinend eher eine Verzégerung. 1,0 Lecithin allein hatte (mit und 
ohne Amboceptor) nach 2 St. gar nicht, 2,0 nur schwach gelést. 

Merkbarer und auffallend ist die Verzégerung des 
Lecithins durch einen Zusatz von Olsaéure. Hierauf be- 
zieht sich folgende Tabelle. 








$ 1/ | ~ lay " 
z 1/ /s000 | 370 | | 37° | im Total gelést 
NaCl | oucaure —_— 5 Min. n. ~y nach 


———_—_——————— 


A 
— 


1,0 
0,4 | 
1,0 | 
0,4 
1,0 | 
0,4 








Noar whore 
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(Weil der Versuch eigentlich noch mit mehreren Zusitzen 
vervolistandigt werden sollte — was nachher nicht geschehen 
konnte —, so sind die Fliissigkeitsmengen nicht auf gleiches 
Niveau gebracht. Hierdurch wird jedoch — wie festgestellt ist — 
das Ergebnis nicht beeintrachtigt. Im allgemeinen wurde auf 
4,0 oder 2,5 com bei 0,5 Blk. aufgefiillt. — ,,+-“* heiBt: 5 Min. 
bei 37° digeriert, ,,—‘‘ hei®t: nicht digeriert, sondern sofortige 
Folge der nachsten Substanz. — Der Versuch fallt in eine 
Periode auBerordentlich gesteigerter Empfindlichkeit der Hammel- 
blutkérperchen gerade gegen Lecithin.) 

Aus der Tabelle ist ersichtlich, daB kleine Olsiuremengen 
mehr gehemmt haben als groBe, und zwar besonders bei der 
Mischung von Lecithin und Olséure. Wurde die Olsiure vorher 
den Blutkérperchen zugesetzt, so blieb bei der gréBeren Dosis 
die Verzégerung fort, bei der kleineren aber fiel sie nur etwas 
schwacher aus. Es handelt sich in dieser Tabelle zwar nur 
um eine Verzégerung von 11 bis 18 Min. Das ist aber in An- 
betracht der enormen Intensitét des Lecithins eine sehr be- 
achtenswerte Hemmung. 


IV. Der Einflu8 des Serums auf die Himolyse durch Lipoide. 

Wie in der Einleitung ausgefiihrt, spielten in den Ver- 
suchen, die von den Verfechtern der These: ,,Komplement 
gleich Lipoid oder Lipoid-EiweiBverbindung“ angestellt wurden, 
Verbindungen von Seife mit Serum eine Rolle. Im hamolytischen 
Komplement solle das Eiwei8 eine nebensichliche, vielleicht nur 
retardierende Bedeutung haben. Wir kénnen es deshalb nicht 
umgehen, den Einflu8B des Serums auf die Haimolyse 
durch Lipoide zu untersuchen. Wir beschaftigen uns mit 
intaktem Serum verschiedener Herkunft in toto und mit dessen 
Teilen. Es interessiert uns in dieser Beziehung nicht die rest- 
lose Zerlegung des Serums in seine Fraktionen, sondern 
die durch sogenannte Spaltung des hamolytischen 
Komplementes gewonnenen Bestandteile. NachFerrata’) 
nimlich lJa4Bt sich das Komplement durch Dialyse in zwei 
Komponenten aufspalten, deren jede, fiir sich allein unwirksam, 
nur im Verein mit der anderen zur Lyse befahigt ist. Wir 
bedienten uns, um das Meerschweinchenserum zu spalten, eines 


1) Ferrata, Berl. klin. Wochenschr. 1907, 13. 
Biochemische Zeitschrift Band 26, 
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von H. Sachs und Altmann’) angegebenen Verfahrens: Ver- 
diinnung des Serums mit HCl-haltigem Aqua destill. Unter Ver- 
nachlassigung der Tatsache, daB bei der Komplementspaltung 
im wesentlichen nur die Euglobulinfraktion ausfallt, wahrend 
auBer dem Albumin noch die Pseudoglobulinfraktion in Lésung 
bleibt, wird im folgenden einfach von Globulin und Albumin 
gesprochen. Diese Bezeichnungen sind demnach ide tisch mit 
den Ausdriicken ,,Mittelstiick‘‘ und ,,Endstiick“‘ der Autoren.?*) 

Schreibt L. v. Liebermann*) auch dem HiihnereiweiB eine 
gegen Seife gerichtete Hemmungseigenschaft zu, so erklart dies 
K. Meyer (Il. c.) mit der von v. Liebermann angewandten 
starken Konzentration des EiweiBes, er selbst fand keine 
Hemmung. Nach den sonstigen Angaben hemmt Serum, er- 
hitzt und nicht erhitzt, auch Albumin (meist Serumalbumin 
Merck) die Seife. Werden beide Substanzen erst gemischt, 
dann erhitzt, so ist die Hemmung intensiver. Das beobachtete 
man schon gelegentlich der Untersuchung der Organextrakte. 
Das ist wohl auch der Grund, weshalb beispielsweise Tarassé- 
vitsch (l. c.) die von ihm hergestellten Organausziige in 
filtriertem Zustande koktostabil, in unfiltriertem thermolabil 
gefunden hat. Auch Landsteiner und Ehrlich (I. c.) konnten 
die bactericide Eigenschaft der Extrakte aus Milz und Frosch- 
ovarien, ebenso der Olsiure durch Erwarmen mit Eiwei8 auf- 
heben.*) Friedemann und Sachs (I. c.) sahen bei 7/,stiindigem 
Erwairmen eines noch gerade hiamolytischen Gemisches von 
Seife und Pferdeserum auf 55° im Gegensatz zu Noguchi 
noch keine Inaktivierung, wohl aber bei Erhitzen auf 70° 
1/, Stunde lang. 

Wir kénnen hinzufiigen, da8 nicht nur Seife und Olsaure, 
sondern auch Lecithin durch Serum, auch unerhitzt, stark ge- 
hemmt wird. Bei der Priifung der einzelnen EiweiSbestandteile 
des Meerschweinchenserums stellen sich jedoch tiefgreifende 
Unterschiede zwischen den beiden oben bezeichneten 
Spaltungsprodukten heraus. 

1) H. Sachs, Hiamolysine und Cytotoxine des Blutserums. In 
Kraus-Levaditi, Handb. d. Technik u. Methodik d. Immunitatsforsch. 
9 
et) Brand, Berl. klin, Wochenschr. 1907, 34. 


8) L. v. Liebermann, |. c., Uber himolyt. Komplemente usw. 
4) Vgl. Raubitschek und RuB, Wiener klin. Wochenschr. 1908, 8, 
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K. Meyer (l. c.) hat gezeigt, daB Seife durch Albumin wie 
auch durch Globulin gehemmt wird. Wir konnten es mit unseren 
Komplement-Komponenten bestiatigen. 





NaCl 1/1900 "io */io 
| Seife Globul. Album.| Blk. Nach 24 St. 
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nach 17 Min. | 
0,5 total gelést 
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derart gleichsinniges Verhalten der beiden Serum- 
fraktionen wird der Olsaure gegeniiber véllig vermiBt: wihrend 
sie vom Albumin deutlich gehemmt wird, ist das 
Globulin ohne einen erheblichen Einflu8. Im folgenden 
Versuch ist das Komplement 10fach verdiinnt, desgleichen 
Globulin und Albumin im Verhaltnis zum intakten Serum. 
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Stellt man dem Ergebnis dieses Versuches die nicht geringe 
Hemmung der Seife durch Globulin gegeniiber, so ist dessen 
ganz anders geartete Beziehung zu der Olsiure unverkennbar: 
wahrend 1,0 Olsdure */,, nach einer Digerierung von 10 Min. 
mit 0,5 Albumin nach 1 St. keine Spur von Lésung aufweist, 
hat die doppelte Menge Globulin scheinbar sogar begiinstigt. 
An dieser Tatsache andert Erhitzen des Globulins auf 56° 
nicht viel. Dagegen verhalfen ihm héhere Temperaturgrade 
zur Aneignung eines hemmenden Charakters, sei es, daf das 
Globulin zusammen mit der Olsaure */, St. auf 60° oder das 
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Eiwei8 zunachst allein in gleicher Weise erhitzt und darauf 
ungefahr 25 Min. mit der Olséure bei 37° digeriert wird. Kyes 
und Sachs’) beobachteten eine ahnliche Erscheinung bei der 
Vereinigung von Hamoglobin und Lecithin mit Beziehung auf 
die Aktivierung des Kobragiftes. 

Das unterschiedliche Verhalten der Olsiure zu den beiden 
Komponenten des gespaltenen Meerschweinchen-Komplementes 
laBt sich gewissermaBen ad oculos demonstrieren, wenn man 
in folgender Weise verfahrt. Versetzen wir intaktes Meer- 
schweinchenserum mit einer Menge Olsiure im UberschuB, d. h. 
einer Menge, die von der abgemessenen Serumdosis nicht mehr 
ganz gehemmt wird, also noch eine Hamolyse herbeifiihrt, so 
ist es méglich, den UberschuB an gebundener Olséure annahernd 
zu bestimmen; das geschieht, indem die Lésungszeit des Olsaure- 
Serum-Gemisches mit der Lésungszeit abgestufter Mengen serum- 
freier Olsdéure verglichen wird. Wir haben nun zwei gleiche 
Quantitaten Serum mit zwei verschiedenen Mengen Olsaure 
(mit Aqua dest. verdiinnt) etwa 10 Min. stehen lassen und 
dann so viel HCl-haltiges Aqua dest. zugefiigt, daB das Ge- 
samtverhaltnis zwischen Serum, Aqua dest. und HCl genau das 
gleiche war wie sonst bei der Komplementspaltung (nach 
Sachs und Altmann). Das Ganze verblieb entsprechend der 
Vorschrift 1 St. bei Zimmertemperatur. Das Globulin fiel aus, 
und durch Zentrifugieren wurde eine Scheidung von Globulin 
und Albumin bewerkstelligt, das Albumin abgegossen und nicht 
filtriert, danach mit NaOH neutralisiert (entsprechend der 
vorher beigegebenen Salzsaéure) und mit stérker konzentrierter 
Kochsalzlésung bis zur Isotonie und 10fachen Verdiinnung im 
Verhaltnis zur urspriinglichen Serummenge erganzt. Auch das 
Globulin wurde mit NaCl 0,85°/, 10fach verdiinnt (auf das 
Serum bezogen). Nunmehr priiften wir die hamolytischen 
Eigenschaften der beiden Fraktionen. Der Versuch mit weniger 
Fettséure hat das Ergebnis gezeitigt, daB der gesamte Uber- 
schu8 an nicht gebundener, also wirksamer Olsiure in der 
Globulinlésung nachzuweisen war; diese zerstérte die Blut- 
kérperchen in der gleichen Zeit wie dasselbe Gemisch von 


1) Kyes und Sachs, Berl. klin. Wochenschr. 1903, 2 bis 4. Vgl. auch 
H. Sachs, Wiener klin. Wochenschr, 1908, 10. 
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Olséure und ungespaltenem Komplement im Vorversuch. Die 
iibrige Olsfure war vom Albumin gebunden und unfahig zur 
Hamolyse gemacht. In dem zweiten Versuch, der sich vom 
ersten nur durch die gréBere Olsiuremenge unterscheidet, hat 
das Globulin ungefahr ebenso viel Olsiure mit niedergerissen 
wie vorher, d.h. es liste etwa in der gleichen Zeit wie oben; 
der weitere Oberschu8 an Olséure aber ist in der Albumin- 
fraktion verblieben, der es jetzt auch zu einer betrachtlich 
schnellen Hamolyse brachte. Die Schnelligkeit dieser Himolyse 
entsprach ungefaihr der Differenz zwischen dem Gesamtiiber- 
schu8 an Olsiure minus dem Teil, der vom Globulin nieder- 
gerissen worden war. 

Das Resultat dieser Versuche bereitet dem Verstaindnis in 
einem Punkte Schwierigkeiten. Wie kann das ausgefillte Glo- 
bulin die freie Fettsiure (einen Teil des Uberschusses) mit 
niederreiBen, wo doch ihr Aufrahmungsbestreben im allgemeinen 
beim Zentrifugieren besonders lebhaft zur Geltung kommt ? 
Die Frage durch Waschen zur Entscheidung zu bringen, miB- 
gliickte. Entweder miissen wir also annehmen, da die Olsaure 
durch feste Partikel mechanisch mitgerissen werden kann, ohne 
sich an die Teilchen zu binden. Oder das Globulin erwirbt 
wahrend des Ausfallens bzw. in ungeléstem Zustande ein gréBeres 
Bindungsvermégen, das nach der Auflésung wieder verschwindet. 
Oder das Globulin bindet zwar die Olsiure auch in geléstem 
Zustande, aber hemmt sie nicht, ein Vorgang, ahnlich dem- 
jenigen des ,,Abblutens nach Korschun und Morgenroth 
(l. c.). Das letzte halten wir nicht fiir das wahrscheinlichste. 
Denn Olsaureemulsion hellt sich auf Zusatz von intaktem Serum’) 
und Albumin schnell auf, mehr oder weniger, je nach dem 
Uberschu8 von Fettsiure; Globulin erzeugt diese Wirkung 
kaum. Mehr Wahrscheinlichkeit ist nach den allgemeinen Er- 
fahrungen vielleicht der an zweiter Stelle genannten Méglich- 
keit zuzubilligen, die mit dem veranderten physikalischen Zu- 
stand des Globulins rechnet. Jedoch auch die ersterwahnte 
Moéglichkeit méchten wir nicht durchaus ablehnen. 

Eine Mittelstellung zwischen der Seife und der Olsdure be- 
ziiglich seines Bindungsverhialtnisses zum Globulin nimmt das 


1) Vgl. Bauer l. c. 
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Lecithin ein; es nahert sich aber in dieser Beziehung viel mehr 
der Olsiure als der Seife. Vom Albumin wird es ebenso ge- 
bunden. Von einer entschiedenen und regelmaBigen Bindung 
durch Globulin im Sinne einer Verzégerung kann hingegen keine 
Rede sein. Denn 0,5 Lecithin-Billon, das 0,5 Blutkérperchen 
in 11 Min. total lackfarben gemacht hat, ist sogar durch einen 
Zusatz von 4,0 Globulin 7/,, nur um 24 Min. verzégert worden, 
ebenso mit Amboceptor. Und zwar begann in allen Réhrchen 
die Hamolyse ziemlich gleichzeitig, nur da8 in den mit Glo- 
bulin beschickten das Ende der Blutauflésung langsamer er- 
reicht wurde. Auch als 0,5 Lecithin-Billon mit 1,0 Globulin */,, 
/, St. auf 60° erhitzt wurde, léste es 0,5 Blk. immer noch 
in 23 Min., wahrend das globulinfreie Lipoid in 5 bzw. 8 Min. 
gelést hatte; noch geringer war der Unterschied, wurde das 
Globulin allein auf 60° erhitzt und dann etwa 25 Min. mit dem 
Lecithin bei 37° digeriert. Den Unterschied zwischen den beiden 
Komplementfraktionen in ihrer Wirkung auf die Lecithinhamo- 
lyse wird die nachste Tabelle veranschaulichen. 





Shee | seen | "ee | he |. 
Lecithin — Glob. Alb. Blk. 


03 | nach 20 Min. total gelést 
| 4 | , 28 ” ” ” 

| , | ’ 30 ” ” ” 

” | 4,0 | | 1 St. ungelist 











Nach 24 St. zeigten die beiden Réhrchen mit Albumin 
,», Kuppe*. 

Einmal haben wir indessen eine bedeutende Verzégerung 
gesehen. Da ldéste 0,3 Lecithin-Billon 14/,,,, allein 0,5 Blk. nach 
15 Min.; nachdem es 15 Min. mit 0,5 Glob.’*/,, (aktiv und 
1/, St. 56°) bei 37° gestanden, léste es erst nach ca. 1'/, St. 
Hier handelte es sich um nicht mehr frisches Globulin. Was die 
Komplementhaimolyse anbetrifft, halt sich Globulin verhaltnis- 
maBig lange. Wir haben den — allerdings nur unbestimmten — 
Eindruck, da8 durch Lagern die Bindungskraft des Globulins 
fiir Lecithin erhéht wird. 

Wir kénnen demnach sagen: Albumin hemmt Seife, 
Olsiure und Lecithin, Globulin hemmt Seife deutlich, 
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aber Lecithin nicht wesentlich, Olsaure gar nicht (wenn 
unerhitzt). 

Worin das Wesen der Hemmung zu erblicken ist, das ist 
noch nicht klargestellt. K. Meyer (l.c.) hat es wahrschein- 
lich gemacht, da8 wir es weder mit einer rein adsorptiven noch 
einer rein chemischen Bindung zu tun haben, er nennt es ,,Zu- 
standsaffinitat‘‘. Wir schalten hier ein, da8 auch die Hamo- 
lyse einer CO,-haltigen Kochsalzlésung durch Albumin mehr als 
durch Globulin gehemmt wird. Es hat so fast den Anschein, 
als habe das Albumin eine gréBere Affinitaét zu saureartigen 
K6rpern als das Globulin (die Seife ist in dieser Hinsicht am- 
photer), wahrend das Globulin dann eine gréBere Affinitaét zu 
basischen Stoffen besiéBe. Mit einer derartigen Auffassung 
lieBen sich mehrere Tatsachen in Einklang bringen. Einmal 
sprechen wirklich manche Autoren von einer ,,Globulinsaure“, 
die aus Na,CO, im Vakuum Kohlensiure frei zu machen im- 
stande sein soll. Ferner erinnern wir an eine Mitteilung von 
Izar‘), nach der die Hamolyse mittels der Hydroxyde der 
Schwermetalle durch Serumglobulin gehemmt werde, kaum durch 
Serumalbumin. Endlich werden wir andern Orts darlegen, daB 


die Inaktivierung des haimolytischen Komplements durch (die 
OH-Gruppe des) Cholesterin nur das Globulin trifft. Keines- 
falls geniigen jedoch die aufgezihlten Momente, um die auf- 
geworfene Frage auch nur annahernd als beantwortet zu be- 
trachten. 


V. Beschleunigungsphinomene. 

Hat die Mischung von Fettkérper und EiweiB eine zu- 
weilen recht ansehnliche Hemmung der Blutauflésung durch 
die Lipoide zur Folge, so ist das Gegenteil durch eine Anderung 
der Zusatzfolge zu erzielen. Belidt man die Blutkérperchen 
zuerst mit einem der uns hier beschafiigenden Fettstoffe 
auBer Cholesterin und schickt nach kurzer Zeit irgendwelches 
Serum hinterdrein, so kommt es zu rapidester Zer- 
st6rung der Erythrocyten. 

Dieses Beschleunigungsphénomen, zuerst von L. v. Lieber- 
mann beobachtet — wenn auch nicht ganz richtig gedeutet —, 
wurde dann von v. Dungern und Coca (l.c.) mit Bezug- 


1) Izar, Zeitschr. f. Immunititsforsch. 2, 1909. 
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nahme auf Olséure und 6lsaures Na studiert, ferner von Friede- 
mann und Sachs (l.c.). Eine genauere Untersuchung wurde 
dem Gegenstand von Fr. Sachs’) gewidmet. Dieser Autor hat 
gezeigt, da statt der Olsiure und verschiedener Seifen auch 
Lecithin-Agfa, aber nicht das unhamolytische Lecithol- Riedel, 
und statt des Serums auch Natronlauge, Kalilauge, Ammoniak, 
Soda (nicht CaCl, und mehrere andere Substanzen) sich zur 
Erzeugung des Phainomens eignen. Man kann also das Be- 
schleunigungsphanomen mit Hilfe gewisser anorganischer Stoffe 
und mit Hilfe eines Serums auslésen. 


a) Beschleunigung der Lipoidhamolyse durch 
anorganische Substanzen. 


Wir wenden uns zu der Beschleunigung durch an- 
organische Substanzen. Fr. Sachs ist auf dem Wege elek- 
trischer Untersuchungsmethoden zu der Ansicht gelangt, da 
hierbei nur die OH-Ionen der genannten basischen Stoffe rea- 
gieren. In der Tat konnten wir die Blutkérperchen-Aufschwem- 
mung sofort lackfarben machen, beluden wir sie an erster Stelle 
mit Olséiure oder Lecithin und fiigten nach wenigen Minuten 
Ca(OH), oder Na,PO, hinzu. Im allgemeinen haben wir uns 
der Natronlauge oder auch der Soda als zweiten Bestandteils 
bedient. 

Je mehr Lipoid, um so weniger Alkali benétigt man, und 
umgekehrt, natiirlich innerhalb engerer Grenzen. Von dem Li- 
poid kommt nur der Teil in Betracht, der in die Blutkérperchen 
eingedrungen ist bzw. sich an ihnen verankert hat. Dige- 
rierten wir Erythrocyten 5 Min. bei 37° mit wenig mehr als 
derjenigen Seifenmenge, die zur Auslésung der Beschleunigungs- 
erscheinung hinreicht, zentrifugierten und wuschen, so fiihrte 
der Zusatz von NaOH zu dem gewiinschten Erfolg, wahrend 
der Abgu8, mit neuen Blutkérperchen gemischt, von nach- 
folgender Natronlauge nicht komplettiert wurde. Zu gewodhn- 
lichen Versuchen wurden von einer ®/,,,-NaOH 0,5 fiir 0,5 Blk., 
1,0 fir 1,0 Blk. verwendet. Die Eigenhamolyse dieser Dosis 
ist minimal: 0,5 Blk. werden von 0,5 NaOH */,,, im Durch- 
schnitt selbst nach 4 St. nur schwach gelést, darunter haben 


1) Fr. Sachs, diese Zeitschr, 12, 1908. 
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“ wir auch nach langerem Warten hichstens angedeutete oder 
gar keine Hamolyse gesehen. 

Die Dosis der Olsiure durfte nicht zu gering gewahlt 
werden, durchschnittlich 0,6 bis 0,7 */,,99, fiir 1,0 Blk. und 
0,5 NaOH ®/,,,; von Lecithin-Agfa etwa bis 0,7"/,5¢9), unge- 
fahr ebenso viel von Lecithin-Billon. Der Seife bedurfte es unge- 
fahr 1,0°/,,o99, mitunter etwas weniger. Fr. Sachs brauchte 
zu dieser Seifenmenge und 1,0 Ziegenblut nur 0,75 NaOH "/,,,,, 
um sofortige Auflésung herbeizufiihren. Der Umfang der not- 
wendigen Lipoidmengen ist manchen Schwankungen unter- 
worfen. Vergleichen wir die eben genannten Mengen, so zeigt 
sich, da8 Quantitaéten unerlaBlich sind, die nach nicht allzu 
langer Zeit allein lésen. Nur vom Lecithin reichen in Anbe- 
tracht seiner untergeordneten hamolytischen Kraft erstaunlich 
geringe Dosen hin. Denn die obigen Lecithinmengen fiihren 
— wenn iiberhaupt — erst nach einer sehr geraumen Zeit 
eine beschrankte Blutauflésung herbei. Hielten wir das MaB 
des Lecithins konstant und variierten das Quantum des Alkali, 
so geniigten fiir 1,0 Blk. und 0,2 Lecithin-Billon */,,,, noch 
0,2 Soda */,,,: 

Ubrigens erwies sich statt eines Alkalis auch Saure geeignet. 
Leiteten wir Kohlensiure durch Kochsalzlésung, so nahm die 
Fliissigkeit blutauflésende Eigenschaft an. Geringe Mengen davon 
lésen nur sehr schwach und pflegen den Grad der Himolyse, 
den sie gewdhnlich sehr rasch erreichen, auch bei langerem 
Stehen nicht zu iiberschreiten. Beschickten wir mit einer 
solchen kleinen Menge CO, Blutkérperchen, die nur wenig Le- 
cithin oder Olsiure empfangen hatten, so trat gleichfalls sofort 
totale Himolyse ein. Das entspricht den Untersuchungen von 
Arrhenius’), der die Begiinstigung selbst schwacher Sauren 
(wie Borsaure) beziiglich ihrer hamolytischen Wirkungen durch 
Lecithin beschrieben hat; iiber momentan eintretende Lyse be- 
richtet er nicht. 

Kehrt man nun die Reihenfolge um, d.h. erhalt das 
Alkali den Vortritt vor dem Lipoid, oder mischt man beide 
vor ihrem Zusatz zum Blut, so ist fiir gewéhnlich der Vor- 
gang einer im Augenblick sich abspielenden Hamolyse unter- 


1) Arrhenius, Immunochemie, in Asher-Spiro, Ergebnisse der 
Physiol. 7, 1908. 
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bunden. Gleichwohl kann eine Beschleunigung, ja sogar eine 
solche, die nur mit dieser umgekehrten Versuchsanordnung zu 
erméglichen ist, bis zu einem nennenswerten Grade sich geltend 
machen. Darauf wurden wir zuerst bei der Kombination: Seife 
und Soda aufmerksam. 








| 1/ | a/ 
| 10.000 | 10 i a 
| NaCl) Bik. | Seife | Soda | Sf" | che. | Lo0e0 
kurz gemischt 
71 05] 03 | — | 
“Se — | 05 
8 | w» 02 | 05 

















2 
2 
2 | 
i. Sofort eine Spur, nach 25 Min. total gelést. 
2. Nach 13 Min. total gelést. 

3. Nach 3/, St. keine Spur Lésung. 

Es sei hierzu bemerkt, daB 0,5 Blk. von 0,5 Seife in der 
angegebenen Konzentration nach 50 Min., von 1,0 Soda "/,, nach 
40 Min. vollstandig aufgelést waren. Geniigten 0,3 Seife nicht, 
um die sofortige totale Hamolyse durch 0,5 Soda vorzubereiten, 
so vermochten doch 0,5 Soda mit nur 0,2 Seife als zweitem Glied 
die Blutauflésung schon im Laufe von 13 Min. zu vollenden. 
Die Mischung von Seife und Soda war am_ ungiinstigsten. 


Ein ahnlicher Befund wurde mit kleineren Versuchsdosen er- 
hoben. 





Nr.| Blk. | NaCl |'/25900) 2/20 | 37° | "eo |*/28.000 Total gelést nach 
q ; | Seife | Soda |10Min.) Soda | Seife | 

‘1f 05/25/05; —| +]o5/ —1] 60 Min. 
2/05/25; —|/ 05) +|/ —|o5| 4 ,, 











Derselbe Versuch, mit 0,5 NaOH ®/,,, angesetzt, gab aber 
langere Lésungszeiten, und zwar mehr in Ubereinstimmung mit 
einer Angabe von Fr. Sachs léste ,,NaOQH—Seife‘ langsamer 
als ,,Seife—NaOH“. Bei den angefiihrten Versuchen diirfte dem 
CO,-Bestandteil der Soda eine Bedeutung beizumessen sein. — 
Fiir die Kombination Olsiure—Soda und Olsiure—NaOH in 
Mengen, die beim Zusammenwirken keine augenblickliche Ha- 
molyse machten, blieb die Reihenfolge auf die Lésungszeit ohne 
EinfluB. 

Diese Experimente (,,Seife—Soda‘‘ und ,,Soda—Seife‘‘) fielen 
bei Amboceptorgegenwart anders aus. Nicht allein, dab — auf 
Grund der Amboceptorwirkung — die Lésungszeiten sich etwas 
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in die Lange zogen; es ergab sich auch ein entgegengesetztes 
Resultat. Jetzt laste ,,Seife—Soda‘‘ nach 65 Min., ,Soda—Seife“ 
dagegen nach 2'/, St. Vielleicht ist noch zu erwahnen, daB 
auch die Sodahimolyse durch den Amboceptor etwas gehemmt 
zu werden scheint. Wie man sieht, liegen hier schwer entwirr- 
bare Verhiltnisse vor. 

Eine nicht minder groBe Aufmerksamkeit verdient die Kom- 
bination von Lecithin und Alkali. Lecithin an erster gibt 
mit Soda oder Natronlauge an zweiter Stelle momentan totale 
Hamolyse. Unter Beibehaltung der Mengen veranderten wir 
wiederum die Reihenfolge und erhielten folgendes Ergebnis: 





o | */s000 


a 37 ¢ ™ 
| 32, nitty 10Min, Lecith. Total gelést nach 
| | Billon | 


1[ 05 25 05 | — | + | 05 | 7 Min. (sofort schwach) 
2 0,5 | 2,5 | — | 0,5 + | 0,5 | 15 ” ” ” 


x Blk. | NaCl 








0,5 Amboceptor */,,, lieBen die Lésungszeit von 1 auf 14 Min. 
steigen, die von 2 blieb dieselbe, die sofortige Hamolyse durch 
,,Lecithin— Alkali‘: beeintrachtigte der Amboceptor nicht. Ein 
anderes Mal dauerte mit Amboceptor die Hamolyse durch 
,»NaOH—Lecithin’ linger. (In der Wahl der Alkalimengen 
lieBen wir uns nicht nur durch den Grad der basischen Reak- 
tion, sondern auch von der hamolytischen Energie der Stoffe 
leiten.) — Wurden die mit NaOH digerierten Blutkérperchen 
abzentrifugiert, darauf Lecithin hinzugesetzt, dann verlief die 
Hamolyse nicht so schnell wie in dem letzten Versuch, auBer 
mit einer gréBeren Dosis. Die Natronlauge war eben nicht von 
den Blutzellen gebunden. 

Zur versuchsweisen Erklarung der eben geschilderten un- 
verhaltnismaBig raschen Haimolyse durch sehr wenig Soda oder 
NaOH an erster Stelle und sehr wenig Lecithin an zweiter 
(siehe letzte Tabelle!) mu8 hervorgehoben werden, daB die Re- 
aktion fiir die Lecithinhamolyse nicht belanglos ist. Gewisse 
Mengen des von Michaelis und Skwirsky*) fiir Unter- 
suchungen der Komplementhaémolyse vorgeschlagenen sauren, 
nicht hamolytischen Gemisches von 4 Teilen NaH,PO, und 
1 Teil Na,HPO, in bestimmten Konzentrationen verzégern 
die Himolyse durch Lecithin. Dieses selbst reagiert, wie 


1) Michaelis und Skwirsky, Zeitschr. £. Immunitateforsch. 4, 1909. 
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man weiG, im allgemeinen sauer. Wir neutralisierten nun eine 
bestimmte Menge Lecithin mit NaOH unter Anwendung von 
Phenolphthalein als Indicator, und zwar, da es uns nicht auf 
die Herstellung des genauen Neutralpunktes fiir Phenolphthalein 
ankam, nicht in alkoholischer Lésung, sondern in NaCl. 
Einen andern Teil iiberalkalisierten wir und einen dritten 
Teil lieBen wir unverandert. Auf diese Weise erhielten wir 
3 Lésungen: 


1/1000 ™/,00 4 N 1 
gait + wale + Nec 


10,0 0,5 9,4 = Lec. n= Lecithin neutral 
10,0 1,0 90 = , a= » alkalisch 
10,0 — 100 = . = - sauer 
Die himolytischen Eigenschaften dieser Lésungen werden 
in der folgenden Tabelle einem Vergleich unterzogen. 





Lec.n | Lec. | NaCl | Bik. | 
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Die Lecithin-Lésungen hatten also eine Konzentration 
VON */so90- 

In der Tabelle treten drei Erscheinungen zutage: 

1. Ein Alkalizusatz hat eine starke Beschleunigung der 
Lecithinhimolyse zur Folge (3, 3a, 3b, aber auch 1, 2, la, 
2a, lb, 2b). 

2. Die Uberalkalisierung gibt kein anderes Resultat als die 
Neutralisierung. 
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3. Der Alkalizusatz hat nur einen EinfluB auf die Ge- 
schwindigkeit der Himolyse, keinen nennenswerten EinfluB auf 
die absolute Lésungsfahigkeit des Lecithins (5, 5a, 5b). 

Wurde zu Roéhrchen 5, 5a, 5b, nachdem in ihnen im Verlauf 
1 St. keine Spur Lyse eingetreten war, NaOH zugesetzt, so er- 
folgte augenblickliche Auflésung; in 6, 6a, 6b nicht. 

Ahnlich wie das Lecithin verhielt sich die Seife, die bei 
schwach saurer Reaktion (gegeniiber Phenolphthalein) einen 
Alkalizusatz erhielt. 

Wir wollen nicht unerwaéhnt lassen, da es hiufig nicht 
gliickte, die Versuche in dieser Scharfe zu rekonstruieren. 

Gehen wir jetzt zu einem Erklarungsversuch fiir die ge- 
schilderte Erscheinung iiber, so kénnte als erster Gedanke der 
auftauchen, daB es sich um nichts weiter als eine Spaltung 
des Lecithinkomplexes und exzessive Verseifung handle. DaB 
mit dieser Vermutung eine erschépfende und befriedigende Auf- 
klarung wohl nicht ganz gegeben ist, dafiir ist so manches bei- 
zubringen. Diese Anschauung wiirde besagen, daB wir in Wirk- 
lichkeit weit mehr Alkali hinzusetzen, als die Neutralisation an 
sich verlangt; zur bloBen Neutralisation der freien (Fett-) Saure 
wiirde schon viel weniger geniigen; zu einer alkalischen Reak- 
tion nach Hinzufiigung des niachsten Tropfens Natronlauge 
kame es nur deshalb nicht, weil dieser einen Teil des intakten 
Lecithins aufspalte und verseife. Mit dieser Annahme ist in- 
dessen die Tatsache nicht vereinbar, da8 in manchen Fillen 
schon eine Spur Alkali zur Herstellung des Neutralpunktes aus- 
reicht. Auch die letzte Tabelle selbst weist mit ihren Ergeb- 
nissen nach einer anderen Richtung. Es widerspriache allen 
unseren Erfahrungen, wiirde eine Seife, von der 1,0 einer be- 
stimmten Konzentration ,,fast sofort‘‘ und 0,5 ,,nach 1 Min.‘ 
vollkommene Hamolyse zuwege bringt, in der Dosis von 0,3 
erst nach 1 St. nur stark lésen. — Wir denken vielmehr an 
zwei Moéglichkeiten. Es kann sein, da die Seifenbildung, zu 
der es ja zwischen dem Alkali und der freien Fettsiure kommt, 
die Emulgierung des Lecithins verfeinert und damit dessen 
Lésungsintensitaét erhéht. Oder wir erinnern uns eines in einem 
friiheren Abschnitt gefundenen Sachverhalts, der uns gezeigt 
hat, daB ein geringer Olséurezusatz die Lecithinhimolyse ver- 
zogert. Vielleicht tragt das Alkali durch die bloBe Beseitigung 
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der freien (beigemengten bzw. infolge Zersetzung abgespaltenen) 
Fettsiure, die zum Teil wohl schwach hamolytische Palmitin- 
oder Stearinséure sein wird, zu einer Steigerung der hamoly- 
tischen Eigenschaft des Lecithins bei. Méglicherweise ist mit 
beiden Eventualitéten zu rechnen. Nicht méchten wir dagegen 
annehmen, da8 das Alkali durch Verseifung zwei neue himo- 
lytische Kérper entstehen laBt: Seife und ein des Olsdurerestes 
beraubtes, starker hiamolytisches ,,Desoleolecithin“, wie es 
v. Dungern und Coca’) beschrieben haben. — Eine genauere 
chemische Analyse aufzustellen unterlieBen wir mit Riicksicht 
auf die Unzuverlassigkeit, unter der gerade die Lecithinunter- 
suchungen zu leiden haben. 


b) Beschleunigung der Lipoidhamolyse durch Serum. 

Nachdem wir uns iiber die verschiedenen Beschleunigungs- 
erscheinungen bei der kombinierten Anwendung von Lipoiden 
und anorganischen Stoffen verbreitet haben, gehen wir nunmehr 
zu der wichtigeren Besprechung der rapiden Blutauflésung 
durch Lipoide und Serum iiber; wichtiger um deshalb, weil 
in diesem System der einen Komponente unter Umstanden gar 
keine hamolytische Fahigkeit zukommt; es la8t sich namlich auch 
mannigfaltig denaturiertes Eiwei8 verwenden. Auf diesem Ge- 
biete liegen die Verhaltnisse insofern einfacher, als die Reihen- 
folge der Zusatze noch strenger geregelt ist, als wir es bei den 
anorganischen Stoffen gesehen haben. Da das Serum eine aus- 
gesprochene Bindungsaffinitat zu den Fettkérpern besitzt, so faingt 
das vorher zu den Erythrocyten zugesetzte EiweiB die Lipoide ab 
und vereitelt auf diese Weise jeden weiteren Effekt, vor allem 
jede Beschleunigung. 

Nehmen wir 1/, Stunde auf 58° erhitztes Menschenserum, 
zehnfach verdiinnt, 1,0 ccm, so geniigt vom Lecithin-Billon */,, 49, 
noch 0,5 zur sofortigen Herbeifiihrung fast totaler Hamolyse; 
ebenso 0,8 Lecithin mit 0,5 Serum. 

Fr. Sachs hat gezeigt, daB OH-Ionen des Serums fiir die 
Wirkung wahrscheinlich nicht in Frage kommen. Er sah keine 
Beeintrachtigung des Erfolges nach Ansiuern des Serums, nach 
Behandlung mit Ather eine Zunahme. Auch wir konnten mit 
schwach sauer reagierendem Meerschweinchenalbumin (vgl. oben 


1) v. Dungern und Coca, diese Zeitschr. 12, 1908. 
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iiber Spaltung) das Phanomen auslésen; desgleichen mit alkohol- 
gefilltem Serumeiwei8. Wir durften, unbeschadet seiner Wirk- 
samkeit, dies gefallte Eiwei8 mit Natronlauge auflésen und 
das Alkali mit Salzsaure neutralisieren. Mit Ammoniumsulfat 
ausgefalltes Eiwei8 ist nicht zu verwenden, weil dies Fallungs- 
mittel ein Hindernis fiir das Phanomen darstellt. Wir wollen 
kurz erwahnen, da8 wir auch mit EiweiBarten verschiedener 
Konstitution Versuche gemacht haben. Es konnte das Phinomen 
z. B. mit Histon (aus Thymus mit Abderhaldens Methode ge- 
wonnen) ausgelést werden; hier war aber eine OH-Wirkung nicht 
auszuschlieBen. Mit Syntonin (aus Muskel von Hammel und 
Meerschweinchen dargestellt) erhielten wir ein negatives Re- 
sultat. Ferner haben wir Nucleinséure (aus Pankreas, Mensch) 
geprift. Selbst unhimolytisch, erwies sie sich fiir das Phanomen 
ungeeignet, beschleunigt aber die Hamolyse einer sehr geringen 
Menge Lecithin ganz bedeutend. Die H-Ionen, die nach Arrhe- 
nius (l.c.) durch Lecithin eine betrachtliche Aktivierung er- 
fahren, sind hierbei wohl kaum das wirksame Prinzip gewesen; 
denn eine entsprechende Menge HCl versagte ganz und gar. 
Entfernt dachten wir an das Verhiltnis von Kieselsiure und 
Lecithin, das Landsteiner und Jagic") beschrieben haben; 
durch aktives Komplement lieB sich aber das Lecithin nicht 
ersetzen, um mit Nucleinsiure Blutauflésung zu bewirken. 

Wie verhalten sich nun die beiden Komponenten des gespal- 
tenen Meerschweinchenkomplements? Wie oben kénnen wir 
wiederum eine fundamentale Verschiedenheit konstatieren: nur 
das Albumin zerstért die Blutkérperchen nach voran- 
gehendem Lipoidzusatz (Olsaure, Seife, Lecithin) momentan, 
das Globulin nicht. 

Diese Tatsache fiihrt uns zu der Erérterung der Frage, in 
welcher Weise die Wirkung des Serums zu erklaren ist. H. Sachs’) 
hat gelegentlich der Nachpriifung einer Angabe von Matthes 
gefunden, da8 auch sublimatgehartete Blutzellen durch Serum 
sofort aufgelést werden. Er erklart den Vorgang mit der groBen 
Affinitat des EiweiBes zum Quecksilberchlorid. Werden diese 
beiden Stoffe miteinander gemischt, so wird das HgCl, durch 


1) Landsteiner und Jagic, Wiener klin. Wochenschr. 1904; 
Miinch. med. Wochenschr. 1904. 
2) H. Sachs, Miinch. med. Wochenschr. 1902, 5. 
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das Eiwei8 an einer Einwirkung auf die Erythrocyten ver- 
hindert (wie oben die Lipoide). Hartet man aber zuerst die 
Blutkérperchen mit Sublimat, so wird dieses von dem nach- 
geschickten Seram wieder herausgerissen und damit der Aus- 
tritt des Himoglobins veranlaBt. Unsererseits haben wir oben 
festgestellt, daB auch das Globulin die Seife bindet, und den- 
noch lést es lipoidbeladene Blutkérperchen nicht auf. (Nach 
Fr. Sachs ist auch Serumalbumin-Merck und Eieralbumin 
ungeeignet.) Mdédglicherweise enthalt die Annahme einen Aus- 
weg, daB der Grad der Affinitét zwischen Lipoid und Eiwei8 
das Entscheidende ist: mag auch Globulin freie Seife binden; 
ist sie einmal in den Blutkérperchen verteilt, so reicht die Kraft 
des Globulins nicht mehr aus, die Seife wieder herauszureiBen. 
Noch besser verstaindlich wire es, warum das Globulin nicht 
mit Olsiure oder Lecithin das Beschleunigungsphanomen zu- 
stande bringt; haben wir doch oben dargelegt, da8 Globulin 
sich nicht mit Olséure oder Lecithin verbindet. Indessen, selbst 
auf 60° erhitztes Globulin ist nicht fahig, mit Olsdéure die Blut- 
kérperchen momentan zu zerstéren, obgleich es nach der Er- 
hitzung Olsiéure zu binden in der Lage ist. Im iibrigen kann 
es sich bei dem von H. Sachs untersuchten und dem Lipoid- 
Serum-Phinomen um wesensverschiedene Vorgainge handeln. 

Der Vollstandigkeit halber sollen noch einige Beobachtungen 
hier ihren Platz finden, die eigentlich nur den Erwartungen 
entsprechen. Wird eine zur Hervorbringung des extremen Be- 
schleunigungsphanomens geniigende Dosis Lecithin mit weniger als 
dem dritten Teil Cholesterin digeriert, so bleibt die Hamolyse 
auf Zusatz von NaOH aus. Dasselbe kann man erreichen, in- 
dem man das Lecithin an Albumin bindet. Auch an Globulin 
gebundene Seife ist nicht mehr imstande, mit nachfolgendem 
Albumin zu lésen. Den gleichen Erfolg hat Amboceptor-Be- 
ladung der Blutkérperchen, wenn eine geringe Seifendosis an- 
gewendet wird. Das konstatierten auch v. Dungern und 
Coca’), wahrend es von Friedemann und Sachs (I. c.) nicht 
beobachtet wurde. Olsiure und Seife werden dagegen auch bei 
dem Beschleunigungsphinomen in Ubereinstimmung mit den 
vorher genannten Tatsachen nicht behindert. 


*) v. Dungern und Coca, Berl. klin. Wochenschr. 1908, 7. 
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VI. Uber die himolytische Substanz im Handelslecithin. 


Den Schlu8 unserer Ausfiihrungen bilde anhangsweise ein 
Exkurs iiber die haimolytische Substanz im Handels- 
lecithin. Es besteht nicht die Absicht, zu untersuchen, in 
welcher Gruppe des Lecithinmolekiils das aktive Prinzip zu er- 
blicken ist. In dieser Hinsicht heben fiir die Aktivierung des 
Kobragiftes Kyes und Sachs (I. c.) die Fettséurereste hervor, 
dem Cholinrest kime keine hamolytische Eigenschaft zu. Auch 
wir fanden wenigstens das Cholinchlorhydrat (Merck) 1:500 
ganz unhaimolytisch. Uns soll jedoch eine andere Frage be- 
schaftigen. Beziiglich der Aktivierung des Kobragiftes ist die 
Ansicht weit verbreitet (besonders von Bang vertreten), daB 
das eigentliche Lecithin gar keine Rolle spiele, nur Beimen- 
gungen oder Spaltungsprodukte kamen in Betracht. Diese An- 
schauung wird auch fir die Eigenhamolyse des Handelslecithins 
mannigfach geteilt. So macht Arrhenius (l.c.) in den Pra- 
paraten enthaltene freie Fettsiuren verantwortlich. Auch Bang 
(l. c.) beruft sich auf (wohl tatsachlich enthaltene) Verunreini- 
gungen oder Zersetzungsprodukte. Ebenso glaubt Fr. Sachs 
das Beschleunigungsphanomen mit Lecithin und folgendem 
NaOH-Zusatz auf Seifenbeimengungen zuriickfiihren zu miissen. 
Lecithol-Riedel versage. Dies ist in der Tat unhamolytisch. 
Es ist jedoch fraglich, ob das Lecithol-Riedel nicht hemmende 
Verunreinigungen enthalt wie Cholesterin. AuSerdem méchten 
wir auf die im Laufe unserer Darlegungen erhobenen Befunde 
hinweisen. 

Gegen die Annahme, nur Seifenbeimengungen seien das 
Wirksame, spricht die Tatsache, daB Seife von Amboceptor in 
der Himolyse verzégert, von Globulin gebunden wird, Lecithin 
nicht. Ferner hemmt Cholesterin wohl Lecithin, nicht aber 
Olséure oder Seife. Nun haben wir allerdings gesehen, daS 
auf diese beiden Lipoide sehr grofe Mengen Cholesterin einen 
gewissen Einflu8 haben. Man kénnte demnach meinen, eine 
Dosis Cholesterin, die im Verhialtnis zu einer bestimmten Menge 
Lecithin nur als gering zu bezeichnen ist, stelle ein beachtens- 
wertes Quantum dar im Verhiltnis zu der kleinen im Lecithin- 
praparat enthaltenen Menge Olsiiure oder Seife. Es hat sich 
jedoch oben herausgestellt, da8 der Lecithinhimolyse schon 
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durch den zehnten Teil Cholesterin eine ausgesprochene Ver- 
zogerung widerfahrt. Nehmen wir an, der zehnte Teil des Fabri- 
kats bestehe aus Seife oder Olsiure, so ware eine so starke 
Verzégerung durch Cholesterin nicht recht verstaéndlich. Das 
Gesagte gilt auch fiir die Behinderung des Lecithins durch 
Cholesterin an dem Beschleunigungsphinomen mit NaOH. End- 
lich dieses Phanomen selbst! Hierfiir reichen unter Umstanden 
schon 0,5 Lecithin */,,59, aus, eine Quantitat, die wir fiir Seife 
und Olsdure kaum verringern diirfen. Es bliebe danach in 
einer abgewogenen Menge Lecithin fiir das Lecithin selbst fast 
kein Raum mehr. Wir verweisen schlieBlich auf die Beob- 
achtung, daB die Lecithinhamolyse durch Olséure verzégert wird, 
eine Tatsache, die sich mit der Annahme der genannten Autoren 
nicht leicht vereinen l48t. Nun soll nicht geleugnet werden, 
daB Mischungen eine Rolle spielen kénnen. Seife und Fett- 
siure kénnen sich anders verhalten, wenn sie in reiner Form 
verwendet werden, als wenn sie z. B. mit selbst unhamolyti- 
schem Lecithin vermengt sind. Aber jedenfalls stehen die auf- 
gezihlten Momente der bedingungslosen Behauptung entgegen, 
die hamolytische Eigenschaft des Handelslecithins sei nur eine 
Wirkung der Beimengungen. Andererseits ist fiir manche Vor- 
gange, an denen das Lecithin beteiligt ist, vielleicht nicht so 
sehr dessen haimolytische Eigenschaft wie sein allgemeiner bio- 
logischer Charakter von Bedeutung. 

Wir wollten mit den in der vorliegenden Abhandlung mit- 
geteilten Versuchen uns gewissermaBen das Riistzeug schaffen, 
um der Frage nach der Bedeutung der Lipoide fiir die Kom- 
plementhimolyse naherzutreten. Dieses Problem selbst ist einer 
gesonderten Bearbeitung vorbehalten. 


Zusammenfassung. 


1. Lecithin- und Olsiurehamolyse wird durch Immunambo- 
ceptor (von Kaninchen gegen Hammel) schwacher Konzentra- 
tion nicht beeintrachtigt, Seifenhimolyse verzégert. Dabei spielt 
vielleicht EiweiBhemmung eine Rolle, z. T. wohl auch spezifische 
Amboceptorwirkung. 

2. Lecithinhimolyse wird durch geringe Mengen Cholesterin. 
gehemmt, Olsiure- und Seifenhimolyse erst durch verhaltnis- 
maBig groBe Mengen und nicht ausgesprochen. 
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3. Die durch sog. Komplementspaltung gewonnenen aktiven 
Komponenten des Meerschweinchenserums verhalten sich ver- 


schieden: 

a) in bezug auf die Lipoidbindung: ,,Albumin“ (,,End- 
stiick’‘) bindet Seife, Lecithin und Olsaure, ,,Globulin‘ (,,Mittel- 
stiick’‘) bindet Seife stark, Lecithin nicht wesentlich, Olsaure 
gar nicht; 

b) in bezug auf die augenblickliche totale Blutauflésung 
durch hamolytische Lipoide und nachfolgenden Serumzusatz (Be- 
schleunigungsphanomen): das Serum kann durch ,,Albumin“ er- 
setzt werden, nicht durch ,,Globulin‘‘. 

4. An der Hamolyse durch Handelslecithin sind wahrschein- 
lich nicht allein Beimengungen beteiligt, sondern wohl haupt- 
sichlich das Lecithin selbst. 





Zur Kenntnis der Chondroitinschwefelsaure. 
Von 
Kura Kondo, Tokio. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut zu StraBburg.) 


(Eingegangen am 16. April 1910.) 


I. 


Die Zusammensetzung der von C. Th. Moerner’) ent- 
deckten, von Schmiedeberg®) eingehend untersuchten Chon- 
droitinschwefelsiure des Knorpels ist nicht endgiiltig fest- 
gestellt. 


Es geht dies schon daraus hervor, da8 das Verhaltnis der 
in ihr enthaltenen Kohlenstoff-, Stickstoff- und Schwefelatome 
sehr verschieden gefunden wurde. 

Aus den bisher vorliegenden Analysen ergibt sich nam- 
lich diese Relation, wie folgt: 


Tabelle I. 








Angegebene C:N:8 


Autor Praparat ; am 











chondroitin- 
schwefels. Kalium 

chondroitin- C..H,.CuNSO 
Schmiedeberg | schwefels. Kupfer, 18 LO 17 

Prap. I 

chondroitin- 
schwefels. Kupfer, Crete 
Prap. II, III u. IV 2 


Moerner 13,09: 1:0,88 
16,00: 1:0,88 


15,54: 1:0,96 











1) C. Th. Moerner, Skand. Arch. 1, 210, 1889. 
*) Schmiedeberg, Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 28, 
354, 1891. 





K. Kondo: Zur Kenntnis der Chondroitinschwefelsiure. 117 


Tabelle I (Fortsetzung.) 





Angegebene 


Praparat Sacteat 











chondroitin- 
schwefels. Natron, 
dargestellt nach 
Moerner 
dasselbe, nach 
Schmiede berg ge- 11,73: 1:0,46 
reinigt 
neutrales chon- 3 (CjgH.,4K,NSO,, 
Schmiedeberg | 4roitinschwefels. +2H,0) 17,25: 1:0,72 
Kalium + Chon- + C\gH,;K,NO,,4 
droitinkalium +2H,O 
saures chondroitin- | 6(C,sH.,KNSO,, || _ . 
schwefels. Kalium +1/, HO) 17,07:1:0,79 
+ Chondroitin- + C,gH.g4KNO), 
kalium +1/,H,O 
" Chondroitin CigHo,NOy,4 17,62:1 
4[2(C, ,HogNO,4)Ball,~ ao. 
+ Giga NOig paren 


10,30: 1: 0,63 











. Chondroitinbarium 


Die Differenzen in den Analysenergebnissen der drei Unter- 
sucher sind tiberaus groB.*) Aber auch die von Schmiede- 
berg an zahlreichen, sorgfiltig dargestellten Praparaten ge- 
wonnenen Zahlen zeigen unter sich nur unvollkommene Uber- 
einstimmung. Nach Schmiedeberg enthalt die Chondroitin- 
schwefelsiure auf je ein Stickstoflatom einen Schwefelsdurerest. 
Dieser Forderung, die durchaus den spiter mitzuteilenden Er- 
fahrungen entspricht, geniigen jedoch von Schmiedebergs Ana- 
lysen nur jene, die auf Prap. II, III und IV Bezug haben, und 
gerade diese Analysen ergeben den geringsten Kohlenstoffgehalt 

(C:N:S = 15,54:1:0,96). 
Die anderen Praparate weisen einen niedrigeren Schwefelgehalt 
auf, und zwar erhéht sich mit der Abnahme des Schwefelgehalts 
die relative Zahl der Kohlenstoffatome und nahert sich dabei 
dem im schwefelfreien Chondroitin gefundenen Atomverhaltnis 
(C:N = 17,6:1). 

Wie durch Moerner und Schmiedeberg erwiesen ist, 
erleidet die Chondroitinschwefelsiure bei der Darstellung durch 


1) Pons, Archives intern. de physiol. 8, 393, 1909. 

2) Dabei ist vielleicht der Umstand mit beteiligt, daB Schmiede- 
bergs Stickstoffbestimmungen mit der Methode von Kjeldahl], jene von 
Pons nach Dumas ausgefiihrt sind. 
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Saéure und Alkali leicht eine Zersetzung unter Abspaltung von 
Schwefelsiure. Schmiedeberg tragt diesem Umstand in den 
oben angefiihrten Formeln ausdriicklich Rechnung, unter der 
Voraussetzung, daB sich die Zersetzung auf die Abspaltung 
von Schwefelséure beschrankt. Dadurch 1laBt sich aber, auch 
wenn man diese Voraussetzung gelten l4Bt, die beobachtete 
Verschiedenheit in dem Kohlenstoff-Stickstoffverhaltnis nicht 
erklaren, so da8 es wiinschenswert erschien, die Feststellung 
der empirischen Zusammensetzung der Chondroitinschwefelsaure 
durch erneute Untersuchungen an mdglichst intaktem Material 
nochmals in Angriff zu nehmen. 

Ich habe daher unter Leitung von Prof. Hofmeister 
zunachst versucht, ein Verfahren zur Darstellung der Chon- 
droitinschwefelsiure auszuarbeiten, das deren geniigende Reini- 
gung gestattet, ohne die Intaktheit des Molekiils zu gefaihrden. 


II. 
Darstellung der Chondroitinschwefelsiaure. 


Moerner schlug behufs Isolierung der Chondroitinschwefel- 
siure — er benutzte Trachealknorpel vom Rind — folgenden 
Weg ein. Die zerkleinerten Knorpel wurden einige Tage mit 
2 bis 5°/,iger Kalilauge bei Zimmertemperatur digeriert, die er- 
haltene Lésung durch Ansiuern und Gerbséurezusatz in ge- 
eigneter Weise von eiweiB-, leim- und peptonahnlichen Sub- 
stanzen befreit, die Gerbsaure mit Bleiacetat, das Blei mit 
Schwefelwasserstoff entfernt und die Fliissigkeit behufs Ent- 
fernung der Alkalisalze dialysiert. Der Dialyseriickstand wurde 
eingeengt, mit Alkohol und wenig Kochsalz gefallt, der grob- 
faserige Niederschlag nach Auswaschen mit Alkohol und Ver- 
reiben mit Ather getrocknet. 

Dieses Verfahren hat Moerner spater, als es sich ihm um 
den Nachweis der Chondroitinschwefelsiure in verschiedenen 
Geweben handelte, in zweckmaBiger Weise vereinfacht. (Ver- 
fahren II.) Das alkalische, wie oben gewonnene Extrakt wurde 
mit Essigsiéure bis zu deutlich saurer Reaktion, dann mit einem 
Uberschu8 von Bariumcarbonat versetzt, aufgekocht, filtriert 
und das Filtrat nach Zusatz von ein wenig Bariumcarbonat 
auf dem Wasserbad zur Trockne gebracht. Der Riickstand 
wurde mit Wasser ausgekocht und das Filtrat mit Alkohol 
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gefallt, wobei chondroitinschwefelsaures Barium in einer fiir 
qualitative Reaktionen geniigend reinen Form ausfiel. 

Von diesem Verfahren hat in jiingster Zeit Pons Gebrauch 
gemacht. Er fiihrte das so erhaltene Barytsalz durch Um- 
setzung mit Natriumcarbonat in das Natronsalz iiber, entfernte 
die Salze durch Dialyse und fallte unter Zusatz von wenig 
Kochsalz mit Alkohol. Der Niederschlag von Natrium- 
chondroitinsulfat wurde mit Alkohol chlorfrei gewaschen, mit 
Ather behandelt und bei 110° getrocknet. 

Schmiedeberg unterwirft die zerkleinerten Knorpel — 
er benutzte Nasenscheidewandknorpel vom Schwein — zu- 
nichst durch 24 bis 36 Stunden der Verdauung mit Pepsin 
und Salzsiure, lést das entstandene Pepto- und Glutochondrin 
in viel Kali und fallt entweder direkt chondroitinschwefelsaures 
Kali mit Alkohol oder er versetzt mit Kupferacetat und bringt 
durch Alkohol das Kupferkalisalz zur Abscheidung. Der 
Niederschlag wird durch wiederholtes Lésen in Wasser, Zusatz 
von Alkali, eventuell auch Kupferacetat und Fallen mit Alkohol 
gereinigt. Den letzten Rest albuminoider Substanzen entfernt 
Schmiedeberg, indem er stark mit Salzsiure ansiuert und 
allmahlich mit Alkohol versetzt, bis ein geringer bleibender 
Niederschlag entstanden ist, nach dessen Entfernung das Fil- 
trat frei von Albuminoidsubstaazen ist. Dieses wird mit Alkali 
und Alkohol nochmals gefallt. 

Zur endgiiltigen Reinigung wurden dann noch verschiedene 
Verfahren benutzt, so Fallung des Kupfersalzes aus der mit 
Salzsiure und Kupferchlorid versetzten Lésung mit Alkohol, 
oder Fallung mit Bleiacetat, Zerlegung des Niederschlags mit 
Salzsiure und Fallung mit Alkohol.') 

Ein Verfahren endlich, das sich Moerners zweitem Ver- 
fahren nahert, hat Oddi*) spaiter in Schmiedebergs Institut 
ausgearbeitet. Die Knorpel werden 48 Stunden mit ver- 
diinnter Kalkmilch ausgezogen, die abkolierte Fliissigkeit wird 
angesduert, durch Erwarmen auf 70 bis 80° auskoaguliert, das 
Filtrat eingeengt und nach Anséuern mit Alkohol und Ather 


1) Die auf diesem Wege gewonnenen Priparate I bis III bezeichnet 
Schmiedeberg als besonders rein. 
2) Oddi, Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 33, 384, 1894. 
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gefallt. Der Niederschlag wird mit Natriumcarbonat von Kalk 
befreit, mit Salzsiure neutralisiert, eingedampft und neuerdings 
nach Natronzusatz mit Alkohol gefallt. Falls die Lésung des 
Natronsalzes des Praparates schlecht filtriert, wird durch vor- 
sichtigen Zusatz von Alkohol zu der alkalisch gemachten Lésung 
der Rest der Proteinstoffe beseitigt, die Darstellung wie oben 
zu Ende gefiihrt. Von in dieser Art dargestellten Praparaten 
liegen keine Analysen vor, doch bemerkt Oddi, da®B das so 
erhaltene Natronsalz 2 Atome Natrium enthielt. 

Das von mir ausgearbeitete Verfahren ging von Moerners 
sehr bequemer zweiter Methode aus. Nur wurde statt Alko- 
hol zur Fallung Eisessig benutzt. Wie Moerner schon in seiner 
ersten Mitteilung bemerkt, wird die Chondroitinschwefelsiure 
durch Kisessig gefalit. Da nun Eisessig ein gutes Lésungs- 
mittel fiir fast alle Arten von Proteinstoffen ist, namentlich 
aber auch Glykogen, dessen Anwesenheit im Knorpel') bei der 
Darstellung der Chondroitinschwefelséure zu_ beriicksichtigen 
ist, nicht niederschlagt, so war auf diesem Wege eine rasche 
Reinigung zu erwarten. 

Doch war es notwendig zunichst sicherzustellen, ob nicht 
Eisessig auf Chondroitinschwefelsiure spaltend einwirkt. Ein- 
schligige Versuche ergaben, daB der Zusatz eines bestimmten 
Volums Eisessig zu einer Lésung des Natronsalzes bei Zimmer- 
temperatur ungefahr dieselbe hydrolytische Wirkung ausiibt 
wie der Zusatz des gleichen Volums verdiinnter Salzsiure. Die 
Spaltung vollzieht sich jedoch sehr langsam. So war nach 
Zusatz des gleichen Volums Eisessig nach 6 bzw. 24 Stunden 
nur eine minimale Abspaltung von Schwefelséiure nachweisbar; 
in den ersten Stunden fehlte sie ganz. ?) 

Da ein Uberschu8 von Eisessig die Chondroitinschwefel- 
siure (wahrscheinlich als saures Salz) ausfillt, so ist damit 
der hydrolytischen Wirkung bei hohen Konzentrationen eine 
Grenze gesteckt. Bei der Darstellung mittels Eisessig ist so- 
mit darauf Gewicht zu legen, daB die Chondroitinschwefelsaure 
nicht zu lange in geléster Form der Einwirkung der Essigsaure 


1) Vgl. Pfliiger, ,,Das Glykogen‘, 2. Aufl. 1905, S. 162. 
*) Beim Kochen mit Eisessig war sie bereits nach 1/, Stunde nach- 
weisbar. 
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ausgesetzt bleibt. DemgemaB8 ist es zweckmiBig, den durch 
Eisessig erzeugten Niederschlag nach dem Lésen in Wasser 
moglichst bald wieder mit Eisessig oder Alkohol zu fallen oder 
mit Alkali zu neutralisieren. 

Bei meinen oft wiederholten Darstellungen bin ich schlieB- 
lich bei einem Verfahren stehen geblieben, das von Moerners 
zweiter Methode ausgehend in relativ kurzer Zeit zu protein- 
freien Praparaten fiihrt. 

Ich benutzte wie Schmiedeberg Nasenscheidewandknorpel 
vom Schwein. Die fein zerkleinerten Knorpel wurden mit 
2 Teilen einer 2°/,igen Kalilésung 2 Tage bei Zimmertemperatur 
digeriert, dann wurde mit 3 Teilen Wasser verdiinnt, durch 
Leinwand abkoliert und der Riickstand nochmals der gleichen 
Behandlung unterworfen; die gesamte alkalisch reagierende 
Extraktionsfliissigkeit wurde mit Essigsiure sauer gemacht, mit 
einem Uberschu8 von Bariumcarbonat versetzt, aufgekocht, 
dann mehrere Stunden auf dem Wasserbad erhitzt. Nach 
Abkiihlung wurde der Niederschlag durch Zentrifugieren ent- 
fernt, und die Fliissigkeit, falls sie bei der Hellerschen Probe 
noch EiweiBspuren erkennen lieB, nochmals auskoaguliert. Die 
stark eingeengte Lésung lieB ich nun _ tropfenweise unter 
Umrihren in einen hohen Zylinder mit 2 bis 3 Volumen Eis- 
essig einflieBen, wobei die Chondroitinschwefelsiure als lockerer, 
flockiger, unter dem Mikroskop aus duBerst feinen Fasern be- 
stehender Niederschlag ausfiel. Dieser wurde an der Saug- 
pumpe abfiltriert, in méglichst wenig Wasser gelést und neuer- 
dings in Eisessig einflieBen gelassen. Das Umfallen mit Eisessig 
wurde bis zum Verschwinden jeder Andeutung von Biuret- 
reaktion wiederholt, was meist sehr friihzeitig z. B. durch die 
zweite Umfiallung erreicht wurde. Dann wurde der Nieder- 
schlag scharf abgesaugt, in Wasser gelést, die Lisung mit 
Natron- oder Kalilauge, je nachdem welches Salz man darstellen 
wollte, neutralisiert, bei niederer Temperatur auf ein kleines 
Volum gebracht und mit 95°/,igem Alkohol gefallt. Durch 
wiederholtes Umfiallen und nachtragliches Auskochen mit 95°/, igem 
oder absolutem Alkohol wurde das anhaftende Natriumacetat oder, 
was noch leichter gelingt, Kaliumacetat entfernt. Das villig 
weiBe pulverférmige Praparat wurde dann mit Ather gewaschen 
und im Vakuumexsiccator zur Trockne gebracht. 





III. 
Priparate und Analysen. 


Von den Praparaten, deren Analysen unten folgen, ist das 
Kalisalz C genau nach diesem Verfahren direkt aus Knorpel 
dargestellt. 

Praip. A ist nach Moerners zweitem Verfahren gewonnen. 
Das zunichst erhaltene Bariumsalz wurde, wie das auch Pons 
getan hat, durch Umsetzung mit Sodalésung in das Natronsalz 
ubergefiihrt, mit Alkohol gefallt und das Umfallen mit Alkohol 
bis zum Verschwinden jeder Spur von Biuretreaktion wieder- 
holt. (Wenn Alkohol auch in der konzentrierten Lésung nur 
eine Triibung erzeugt, setze ich etwas Natriumacetat hinzu, 
worauf die Fallung typisch eintritt.) Zum Schlu8 wurde das 
Praparat durch Auskochen mit 95°/,igem und absolutem Alko- 
hol von anhaftendem Natriumacetat befreit. 

Prap. B wurde aus A durch wiederholte Fallung mit Eis- 
essig dargestellt. 

Prap. D (Kupfersalz) habe ich aus chondroitinschwefel- 
saurem Natrium, das nach der Eisessigmethode dargestellt war, 
der Angabe Schmiedebergs’) folgend gewonnen, indem ich 
das Natronsalz mit wenig Salzsiure léste, der konzentrierten 
Flissigkeit einen Uberschu8 von fast gesattigter Kupferchlorid- 
lésung hinzusetzte, filtrierte und das Filtrat mit Alkohol fallte. 
Der Vorschrift gemé8 wurde die Behandlung bis zur Entfernung 
des Natriums wiederholt. Das chlorfrei gewaschene Praparat 
wurde, als es das Filter zu verstopfen begann, durch Zentri- 
fugieren und Dekantieren von der Filiissigkeit getrennt, mit 
absolutem Alkohol und mit Ather gewaschen und dann zur 
Trockne gebracht. Es wurde als blaugriines, staubférmiges 
Pulver erhalten. 

Prap. E wurde bei dem Versuche erhalten, die Chondroitin- 
schwefelsiure alkalifrei zu gewinnen. 

5 g von Prap. A wurden in wenig Wasser gelést, mit Salz- 
sure versetzt und die Lésung in das 3fache Volum Eisessig 
einflieBen gelassen. Da der Niederschlag trotz Anwesenheit 


1) aa. O., 8. 12. 
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von freier Salzséure noch viel Natron enthielt, wurde die Eis- 
essigfallung aus salzsdurehaltiger Loésung noch einigemal wieder- 
holt. Doch gelang es nicht auf diesem Wege das Natrium zu 
entfernen, ebensowenig bei weiterem siebenmaligem Umfillen 
mit Eisessig allein. Zum Schlu8 wurde zweimal mit Alkohol 
umgefallt und der Niederschlag im Soxhletapparat mit Ather 
extrahiert. (Um die extrahierte Essigséure zu binden, war dem 
Ather im Destillationskolben etwas Kali zugefiigt.) 

Das Priparat bot ein etwas anderes Aussehen dar als die 
untersuchten Natron- und Kalisalze, es war mehr durchscheinend, 
gelblich-braunlich gefairbt, war auch keine reine Chondroitin- 
schwefelsiure, da es, wie die Analyse lehrte, einerseits immer 
noch Natrium enthielt, andererseits bloB die Halfte des ur- 
spriinglichen Schwefelgehalts aufwies. 

Die Praparate kamen samtlich vakuumtrocken zur Analyse. 
Die Kohlenstoffbestimmungen sind unter Verwendung von Blei- 
chromat, die Stickstoffbestimmungen zumeist nach Dumas aus- 
gefiihrt. Der bei einfacher Veraschung erhaltene Riickstand be- 
stand ganz aus dem Sulfat des betreffenden Alkalis. 

Prap. A. Natriumsalz der Chondroitinschwefelsiure (nach Moerners 
Ii. Methode): 

I. 0,1037 g Subst.: 2,3 com N, 20°, 714 mm. 
Il. 0.1257 g ,;  0,0520 g BaSQ,. 
ITI; 0,1224 g 0,0319 g Na,SQ,. 
IV. 0,1190 g 0,0317 g Asche (Na,SO,). 

V. 0,1166 g 0,1438 g CO,, 0,0519 g H,0. 


Prap. B. Natriumsalz der Chondroitinschwefelsiure 
methode): 


I. 0,1292 g Subst.: 0,1513 g CO,, 0,0530 g H,O. 
II. 0,1050 g 2,4 com N, 18°, 713 mm. 
III. 0,1142 g 0,0476 g BaSOQ,: 
IV. 0,1362 g 0,0361 g Na,SO,. 
V. 0,1356 g 0,0362 g Na,SO,. 
VI. 0,1016 g 0,1212 g CO,, 0,0425 g H,O. 
Prip. C. Kaliumsalz der Chondroitinschwefelsiure 
methode): 
I. 0,2086 g Subst.: 0,2358 g CO,, 0,0793 g H,O. 
II. 0,1000 g - 2,3 ecm N, 19°, 723 mm. 
III. 0,1950g ,, 0,0587 g K,SO,. 
IV. 0,121lg ,,  0,0464 g BaSO,. 
Prip. D. Kupfersalz der Chondroitinschwefelsiure 
methode): 
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I. 0,1339 g Subst.: 0,1492 g CO,, 0,0646 g H,0. 
IL 0,1496 g “. 4,0 ccm N, 20°, 714 mm. 

. 0,1452g ,, 0,0574 g BaSQ,. 
IV. 0,1452 g » 0,0264 g CuO. 


Chondroitinsch wefelsiure -+- Chondroitin. 

I. 0,1098 g Subst.: 0,1600 g CO,, 0,0560 g H,0. 
II. 0,1439 g 3,8 ccm N, 18°, 715 mm. 

. 0,3000 g 6,65 com "/,9-Saéure. 
IV. 0,1217 g 0,0304 g BaSQ,. 

V. 0,1234 g 0,1820 g CO, 0,0674 g H,O. 
VI. 0,0944 g 0,0037 g Asche (Na,SQ,). 

Nachstehend sind die gefundenen Prozentwerte iibersicht- 


lich zusammengestellt. 
Tabelle II. 
A = B ag | E 














32,54 31,93 | \39,73 40,23 


—aneee | S208 | $099 oe. 
32,24 


4,59 4,68 
4,63 


C %, 33,62 
H °%/, 4,98 


N % 2,40 2,48 | 252 | 2,88 = 
} | | 
S$ %/, 5,74 5,72 | 526 | 6,43 | 3,43 


», | (Na) 8,45 8,62 / (Na) 8,60 8,66 (Ka) (Cu) (Na) 
Metall) = as | «20 aes | «188 | i4ce | 127 


0 %, 44,73 | 46,30 43,63 | 41,38 | 46,42 


| 
| 
| 
| 





Die durchanalysierten Praparate gestatten ein Urteil iiber 
das Verhaltnis der in der Chondroitinschwefelsiure vertretenen 
Elemente. Die nachfolgende Tabelle III gibt eine Zusammen- 
stellung der aus meinen Analysen sich ergebenden Atomzahlen. 
Dabei ist der Schwefelgehalt als Einheit zugrunde gelegt, weil 
sich beim Schwefel analytische Fehler weniger geltend machen 
als beim Stickstoff, aber mehr noch deshalb, weil der Schwefel 
als der labilste Bestandteil der Chondroitinschwefelsiure am 
ehesten einen MaBstab fiir die Intaktheit des Molekiils abgibt. 
Zum Vergleich stelle ich die von Moerner ermittelten Werte 
daneben, sowie jene, die sich aus Schmiedebergs Praparaten 
II, I1I und IV und dem 1. Praparate von Pons _ berechnen. 
Es sind das die Priaparate, in denen augenscheinlich eine 
Schwefelabspaltung durch das Darstellungsverfahren nicht ein- 
getreten ist. 
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Tabelle III. 





5 6 





Moerner Schmiedeberg 











a Nr. 51) | Il, Il u. IV | 
15,65 | 15,06 | 15,66 14,96] 14,89 16,25 
27,62 | 25,76 | 25,71 31,65 | 24,55 28,18 34,38 
0,96 | 0,99 | 1,09 1,21 1,14 1,04 1,58 
1,00 1,00 | 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 
15,62 | 16,22 | 16,63 | 15,27 16,01 17,70 16,90 
(Na) |(Na) |(K) | (Cu) (Cu) (Na) 
2,07 | 2,10] 2,11 | 1,365 1,02 0,90 1,95 

Aus diesen Zahlen laB8t sich fiir die intakte Chondroitin- 
schwefelsiure folgendes entnehmen: 

1. Stickstoff und Schwefel sind darin in gleicher 
Atomzahl vertreten (1, 2, 3, 6, annahernd auch in 4 und 5), 
wie dies auch Schmiedeberg annimmt. 

2. Die neutralen Alkalisalze enthalten zwei Atome 
Metall auf ein Atom Schwefel (1, 2,3, 7),?) was mit Oddis An- 
gabe iibereinstimmt. 

3. Auf je ein Schwefel- und Stickstoffatom ent- 
fallen 15, héchstens 16 Kohlenstoffatome (1, 2, 3, 4, 
5, 6, 7).°) Schmiedebergs Formel verlangt 18. 

4. Die Zahl der Sauerstoffatome ist meist etwas 
héher als jene der Kohlenstoffatome (2, 3, 4, 5, 6, 7). 

Danach hat man nach Ersatz der Metallatome durch 
Wasserstoff die Auswahl zwischen einer Anzahl von Formeln 
mit 15 oder 16 Kohlenstoffen und 15 bis 18 Sauerstoffen, wozu 
noch kommt, da8 aller Wahrscheinlichkeit nach das Molekular- 
gewicht doppelt so groB, vielleicht noch gréBer ist, so daB die end- 
giiltige Formel z. B. ebenso gut C,, oder C,, enthalten kénnte. 

Es ist nicht zu erwarten, daB sich bei einer so hoch zu- 
sammengesetzten amorphen und auch nicht durch den Schmelz- 





Metall 














1) Moerner hat nur ein saures Kaliumsalz (Nr. 5) durchanalysiert. 
In der mir zuginglichen Mitteilung ist nur die Kaliumzahl und der 
Prozentgehalt der iibrigen Elemente nach Abzug des Kaliums angegeben. 
Die oben angefiihrten Werte sind auf Grund dieser Angaben fiir das 
Kaliumsalz berechnet. 

2) Auch die von Moerner in einem neutralen Barytsalze ermittelte 
Bariumzah! spricht fiir diese Auffassung. 

8) Das Praparat E, das einen Teil seines Schwefels eingebiiBt hatte, 
enthalt 31 C auf 2 N und 1 S8. 
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punkt charakterisierten Substanz — mag die Reindarstellung 
noch so sorgfaltig geschehen — die Formel durch die Analyse wird 
endgiiltig ermitteln lassen. Hier kann nur der von Schmiedeberg 
betretene Weg, die Untersuchung der Spaltungsprodukte, weiter 
fihren. Fiir Uberschlagsrechnungen diirfte die vorlaufige An- 
nahme der einfachen Formel C,,H,,NSO,, geniigen. 


IV. 


Einiges tiber die Eigenschaften der Chondroitin- 
schwefelsiure. 

Da die von mir dargestellten Praparate der Chondroitin- 
schwefelséure wider Erwarten nicht der Formel von Schmiede- 
berg entsprachen, war es nétig, darauf zu achten, ob sie nicht 
auch in anderer Beziehung von Schmiedebergs Substanz ab- 
weichen. Ich habe indes eine solche Abweichung nicht beobachtet. 

Doch bedarf das Verhalten meiner Substanz gegeniiber 
gewissen Kohlenhydratreaktionen einer Erwaihnung, da in dieser 
Richtung aus neuerer Zeit sich schroff widersprechende Angaben 
vorliegen. 

Orgler und Neuberg’) geben an, daB die von ihnen 
nach Schmiedebergs Verfahren dargestellte Chondroitin- 
schwefelsiure bei sorgfailtiger Reinigung keine Orcin- und 
Phloroglucinreaktion gibt, wahrend S. Frainkel*) diese Re- 
aktionen mit nach Oddi dargestellten Praparaten konstant 
erhielt, ebenso Pons*) mit seiner nach Moerners zweitem 
Verfahren dargestellten Substanz. 

Ferner konnten Orgler und Neuberg beider Destillation der 
Chondroitinschwefelséure mit Salzsiure Furfurol nicht in irgend 
nennenswerter Menge nachweisen, wahrend Pons mit dem 
Tollensschen Verfahren daraus 6,56°/, erhielt. Um festzustellen, 
ob etwa die Chondroitinschwefelsiure bei dem Verfahren von 
Schmiedeberg die Furfurol liefernde Gruppe einbiiBt, unter- 
warf Pons ein nach Moerner dargestelltes Praparat nach- 
traglich der Verdauung und dem Kupferoxyd-Kaliverfahren; 
die so gewonnene Substanz, die der Analyse zufolge einen groBen 

1) Orgler und Neuberg, Zeitschr. f. physiol. Chem. 37, 407, 1902. 

*) S. Frankel, Festschrift f. A. Lieben, 1906, 8.541. Liebigs Ann. 


351, 344. 
3) Pons, a. a. O; 
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Teil ihrer Schwefelsaure verloren hatte, lieferte nichtsdestoweniger 
6,90°/, Furfurol. 

Die von mir nach der Eisessigmethode dargestellten Pra- 
parate gaben sehr starke Orcin- und Phloroglucinreaktion, 
besonders wenn der Anstellung der Probe die Spaltung (Kochen 
mit nicht zu verdiinnter Saéure bis zur leichten Braunfirbung) 
vorausgeschickt wurde. Auch war es nicht schwierig, durch 
Kochen mit Saure Furfurol zu erhalten. 

Ferner gaben meine Priparate die Naphthoresorcinreaktion, 
wie dies fiir Chondroitinschwefelsiure schon von Mandel und 
Neuberg') und Pons angegeben worden ist. 

Bei anhaltendem Kochen mit iiberschiissigem Barythydrat 
bis zur véolligen Abspaltung der Schwefelsiure erhielt ich ein 
in Wasser lésliches, durch Alkohol fallbares Barytsalz, das seiner 
Zusammensetzung nach dem von Schmiedeberg dargestellten 
chondronsauren Barium nahestand. 

Nach Pons gibt Chondroitinschwefelséure bei langem Stehen 
mit essigsaurem Phenylhydrazin und Salzséure ein osazonahn- 
liches Produkt, das nach der ziemlich umstindlichen Isolierung 
und Reinigung in nadelférmigen, ather- und petrolatherléslichen 
Krystallen vom Schmelzpunkt 143 bis 144° erhalten wird, sich 
aber von allen bekannten Osazonen durch einen auffallig niedrigen 
Sauerstoffgehalt unterscheidet. 

Ich kann auf Grund eines Versuches, der mit dem nach dem 
Eisessigverfahren gewonnenen Natriumsalz angestellt war, das 
Auftreten des osazonahnlichen, bei 143° schmelzenden Kérpers 
bestatigen. Die Ausbeute war, wie bei Pons, itiberaus gering. 
Ich habe versucht, auf dem von Pons eingeschlagenen Weg 
zu einem analogen Produkt aus Xylose zu gelangen, was in 
der Tat gelang. Der Schmelzpunkt war derselbe. Doch war 
auch hier die Ausbeute so gering, daS vorlaéufig von einer 
weiteren Verfolgung des Gegenstandes abgesehen wurde. 

Die chondroitinschwefelsauren Salze sind optisch aktiv, und 
zwar linksdrehend. 

V. 
Uber Benzoylchondrosine. 

Pons hat in jiingster Zeit versucht, das bei der Spaltung 
der Chondroitinschwefelsiure entstehende Chondrosin durch Uber- 
ae J. A. Mandel und ©. Neuberg, diese Zeitschr. 13, 148, 1908. 
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fiihrung in Benzoylprodukte von den iibrigen Spaltungsprodukten 
zu trennen. Er erhielt beim Benzoylieren des Spaltungsgemenges 
nach Baumann ein in Alkali unlésliches Produkt, das er durch 
Waschen mit Wasser, Lésen mit Alkohol, neuerliches Fallen 
mit Wasser, Trocknen und Erschépfen mit Petrolather reinigte. 
Die Substanz wurde dann aus Alkohol in Form eines Sirups 
erhalten, der unter Wasser hart wurde, ohne krystallinische 
Struktur anzunehmen. Die bei verschiedenen Darstellungen 
erhaltenen Priparate zeigten wechselnden Schmelzpunkt (50° bis 
96°) und enthielten 29 bis 32 Kohblenstoffe auf 1 Stickstoff. 
Vermutlich lagen hier Gemenge von Benzoylprodukten (z. B. 
eines Di- und eines Tribenzoylchondrosins) vor. Auch ist zu 
erwagen, daS die Entfernung beigemengter Benzoesaiure aus 
ahnlichen Produkten groBe Schwierigkeiten bereiten kann. 

Bei meinen Versuchen ging ich darauf aus, eine maximale 
Benzoylierung zu erreichen und nur Produkte von konstantem 
Schmelzpunkt zur Analyse zu bringen. 

Die Spaltung der Chondroitinschwefelsiure erfolgte durch 
3stiindiges Kochen mit 2 bis 5°/,iger Salzsiure. Die Lésung 
wurde im Vakuum eingeengt und das Chondrosin durch Alkohol 
und Ather gefallt. Die Benzoylierung wurde mit einem groBen 
Uberschu8 von Benzoylchlorid im Schiittelapparat vorgenommen, 
und es wurde darauf geachtet, daB die Fliissigkeit stets stark 
alkalisch blieb und keine Erwarmung eintrat. Eventuell wurde 
gekiihlt. Der braunliche, klebrig flockige Niederschlag wurde 
abfiltriert, mit Wasser gewaschen, dann in Chloroform gelést 
und daraus mit Petrolaither wieder gefallt. 

Der Niederschlag zeigte getrocknet einen Schmelzpunkt 
von 123°. Er wurde wiederholt aus Chloroform und dann auch 
aus Benzol mit Petrolither umgefallt, wobei der Schmelzpunkt 
bis 142° stieg. 

SchlieBlich wurde die Substanz in warmem Methylalkohol 
gelést, von einem schwerer léslichen Teil abfiltriert, das Filtrat 
zur Trockene gebracht, der Riickstand nochmals mit Benzol 
aufgenommen und mit Petrolither gefallt, wodurch der Schmelz- 
punkt bis 149° stieg. Eine weitere Erhéhung des Schmelz- 
punktes war nicht zu erreichen. 

Amorphes, weiBes, nur wenig braunliches Pulver, unldslich 
in Wasser und Petrolither, léslich in Alkohol und warmem 
Methylalkohol, sehr leicht léslich in Aceton, Essigither, Chloro- 
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form, Benzol, Toluol, aus diesen Lésungsmitteln durch Petrol- 
ither fallbar. Auch in Eisessig und Pyridin léslich, daraus 
durch Wasserzusatz fallbar. 

Alkali verseift leicht, wahrend Salzsiure nur schwach 
angreift. Bei langerem Kochen mit Fehlingscher Lésung tritt 
Reduktion ein. 

Auf dem Platinblech erhitzt, schmilzt die Substanz, ent- 
wickelt Benzoesiuredampfe, verbreitet dann Geruch nach Caramel 
und verbrennt, ohne Asche zu hinterlassen. 


Die Analyse der vakuumtrockenen Substanz ergab: 
0,1457 g Substanz: 0,3456 g CO,, 0,0624 g H,O, 
0,0710 g 1,0 com N, 16°, 716 mm. 
Diese Zusammensetzung stimmt gut zu einem 5fach ben- 
zoylierten Chondrosin [C,,H,,(C,H,O),NO,,].*) 
Pentabenzoylchondrosin, C4,H,,NO,,. 
Berechnet: C 64,43, H 4,72, N 1,60. 
Gefunden: C 64,69, H 4,79, N 1,55. 


Um die Zahl der eintretenden Benzoylgruppen noch auf 
einem anderen Wege zu bestimmen, habe ich auch das ent- 
sprechende Brombenzoylprodukt analysiert. 

Die Darstellung geschah durch Schiitteln der alkalischen 
Lésung des Chondrosins mit Brombenzoylchlorid in derselben 
Weise wie beim Benzoylchondrosin. Auch die Behandlung 
des ausgefallenen Niederschlags mit Wasser, die Umfallung aus 
Chloroform und Benzol mit Petrolaither erfolgte in gleicher 
Weise. Der Schmelzpunkt der so gewonnenen Substanz lag 
etwa bei 100 bis 107°, war aber nicht konstant. Durch Be- 
handlung mit warmem Methylalkohol lieB sich eine kleine Menge 
eines darin gut léslichen Kérpers vom Schmelzpunkt 112° ent- 
fernen, wahrend der ungelést gebliebene gréBere Anteil bei 118° 
schmolz und auch den Schmelzpunkt bei weiterer Behandlung 
mit Methylalkohol nicht mehr Anderte. 

Die Analyse des bei 118° schmelzenden, vakuumtrockenen 
KO6rpers ergab: 

0,0910 g Substanz: 0,0686 g Ag Br. 

Pentabrombenzoylchondrosin, C,H 3,Br;NO,,. 


Berechnet: Br 31,48. 
Gefunden: Br 32,08. 


1) Vorausgesetzt, daB das Chondrosin das Molekulargewicht der 
einfachen von Schmiedeberg angegebenen Formel C,,H,,NO,, besitzt. 
Orgler und Neuberg schlieBen aus Molekulargewichtsbestimmungen 
auf eine 2 bis 3fach so hohe Zehl. 
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Danach scheint es, da8 das Chondrosin bei dieser Form 
der Benzoylierung nicht iiber 5 Benzoylgruppen aufzunehmen 
vermag. 

Wenn Pons aus dem Umstand, daB seine Benzoylpraparate 
nicht zu einem benzoylierten Chondrosin stimmen, den Schlu& 
zieht, da8 wahrscheinlich Schmiedebergs Chondrosinformel 
unrichtig ist, so ist dem schwerlich beizustimmen. Meine Re- 
sultate sprechen vielmehr, ebenso wie die von 8S. Frankel 
untersuchten basischen Kupfersalze des Chondrosins, fiir deren 
Richtigkeit. 

Bemerkt sei noch, da die Unldslichkeit der Benzoyl- 
produkte in Alkali gegen die Saurenatur des Chondrosins spricht. 
Die von Schmiedeberg beobachtete leicht zersetzliche Barium- 
verbindung, ebenso wie die erwahnten basischen Kupfersalze 
lassen sich als den Saccharaten entsprechende Verbindungen 
auffassen. 


Der Versuch, Verbindungen des Chondrosins mit Pheny!- 
isocyanat und Benzolsulfochlorid zu erhalten, war erfolglos. 
Hingegen reagierte es mit Naphthalinsulfochlorid, doch wurde 
das Produkt noch nicht naher untersucht. 





Die Bildungsstatte der Uraminosauren. 
Von 
Peter Philosophow, St. Petersburg. 
(Aus dem physiologisch-chemischen Institut zu StraBburg.) 
(Eingegangen am 16. April 1910.) 


Um die Entstehung des Harnstoffes im Tierkérper aus 
Eiwei8 und seinen Spaltungsprodukten zu erkliren, hat man be- 
kanntlich verschiedene Annahmen gemacht. So soll sie zustande 
kommen: 

1. durch die Anlagerung von Cyanséure an Ammoniak 
{[Hoppe-Seyler und Baumann’), Salkowski’)]; 


2. durch die Anhydrierung von Ammoniumcarbonat 
{[Schmiedeberg’)], eventuell iiber Ammoniumcarbamat [Drech- 
sel*)]; 

3. endlich durch eine oxydative Synthese von Ammoniak 
mit einem Aminosdurerest CONH, [Hofmeister’)°)]. 

Diese Vorstellungen stiitzen sich ausschlieBlich auf die Ana- 
logie des physiologischen Prozesses mit auBerhalb des Tierkérpers 
beobachteten chemischen Vorgingen. Die Méglichkeit, in Zukunft 
an Stelle der bloBen Analogie endgiiltige Beweise zu setzen, hangt 


1) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 7, 34, 1874. 

*) Centralbl. f. med. Wiss. 1875, 913. 

%) Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 8, 1, 1877. 

4) Ber. d. Kgl: sachs. Ges: d. Wissensch., Mathem.-physik. KI. 
1875, 172. 

5) Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 37, 426, 1896. 

6) Die fermentative Umwandlung der Guanidingruppe des Arginins 
zu Harnstoff [Drechsel*), Kossel]] darf hier, weil nur fiir einen kleinen 
Teil des Eiweifstickstoffes zutreffend, auBer Betracht bleiben. 


*) Ber. d. Kgl. sachs. Ges. d. Wissensch., Mathem.-physik. K]. 1890, 


1, August. 
Q* 
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davon ab, ob es gelingt, die vitale Harnstoffbildung in ihren 
Zwischenstufen zu verfolgen. Fiir eine solche Verfolgung scheint 
die Bildung der Uraminosauren besonders giinstige Bedingungen zu 
bieten, weil sich hier der im iibrigen der Harnstoffbildung ganz 
ahnliche chemische Vorgang besonders einfach gestaltet, da er 
sich auf die Anlagerung einer CONH,-Gruppe an die Amino- 
siure beschrankt. 

Die Bildung von Uraminosaiuren hat man in Fallen nach- 
gewiesen, wo die vitale Oxydation der betreffenden Aminosiuren 
auf Hindernisse stéBt, so bei Taurin [Salkowski’)], m-Amino- 
benzoesaure [Salkowski*), Cohn*)], o- und p-Aminosalicyl- 
siure [Nencki und Pruszinski‘*)], Sulfanilsiure [Ville®)], 
Phenylalanin [Dakin*)], und unter weiterer Umwandlung der 
Uraminosaure in das zugehérige Anhydrid beim Tyrosin [Blender- 
mann’)]. 

Sollte von dieser im Organismus ablaufenden Synthese fiir 
die Theorie der Harnstoffbildung experimentell Nutzen gezogen 
werden, so mute zunachst der Ort der Synthese festgestellt 
werden. Zwar war auf Grund der Analogie anzunehmen, dab 
die Uraminosiuresynthese, die gewissermaBen eine auf halbem 
Wege stehen gebliebene Harnstoffsynthese darstellt, ebenso wie 
letztere ihren Sitz in der Leber haben diirfte. Ein Beweis da- 
fiir lag aber nicht vor. Ich folgte daher gern einer Aufforderung 
von Prof. Hofmeister, durch Versuche an der kiinstlich durch- 
bluteten Leber die Richtigkeit dieser Vermutung zu_priifen. 

Der Versuchsplan ging urspriinglich dahin, der kiinstlich 
durchbluteten Leber Taurin zuzufiihren und in Blut und Ge- 
webe dann die Taurocarbaminsaéure aufzusuchen. Fiir die Wahl 
des Taurins war der Umstand maBgebend, daB seine Anwesen- 
heit ebenso wie die seiner Uraminosadure an dem Schwefelgehalt 
leicht erkannt werden kann, ferner da8 reine Taurocarbamin- 
siure, wie in Vorversuchen ermittelt wurde, gut nachweisbar 


1) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 6, 744, 1873. 
2) Zeitschr. f. physiol. Chem. 7, 93, 1882. 

3) Zeitschr. f. physiol. Chem. 17, 274, 1893. 
*) Gazeta Lekarska 1889, Nr. 49 bis 50. 

5) Compt. rend. Soc. Biol. 114, 228, 1892. 
®) Journ. of Biolog. Chem. 6, 235, 1909. 

7) Zeitechr. f. physiol. Chem. 6, 234, 1882. 
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und namentlich durch ihren Schmelzpunkt, selbst wo es sich 
um kleine Mengen handelt, gut charakterisiert ist. 

Als sich in den ersten Durchblutungsversuchen keine Bil- 
dung von Taurocarbaminséure ergab, wurde der Leber neben 
Taurin Glykokoll zugefiihrt. Es geschah das auf Grund der 
Vorstellung, daB die isolierte Leber méglicherweise nicht von 
vornherein genug zur Bildung der CONH,-Gruppe bendtigtes 
Material besitzt. 

Um ein Urteil dariiber zu gewinnen, ob und wie weit es 
méglich ist, Taurocarbaminsaéure in Organbrei und Blut nach- 
zuweisen, habe ich mit Taurocarbaminsaéure eine Anzahl Vor- 
versuche angestellt. 

Die Taurocarbaminsaure habe ich aus kiuflichem oder aus 
nach Tauber’) aus Galle gewonnenem Taurin nach der Methode 
von E. Salkowski*) dargestellt. Als Gewahr dafiir, daB ich 
es mit einem chemisch-reinen Praparat zu tun hatte, dienten 
mir die Form der Krystalle und der entsprechende Gehalt von 
organisch gebundenem Schwefel in demselben. 

0,6240 g Taurin: 1,1610 g BaSO, Berechnet nach 

= 0,1594 S — 25,54°/, C,H,NO,8 25,609), 
0,4695 g Taurocarbaminsiure: 0,6495 BaSO, Berechnet nach 
0,0892 S = 18,99°/, C3HN,0,8 19,05°/, 

Ich méchte bemerken, da die erhaltenen Krystalle der 
Taurocarbaminséure gewdhnlich von rosa-braunlicher Farbe 
waren und erst nach Reinigen mit Tierkohle farblos wurden. 
Salkowski’) beschreibt sie als quadratische Plattchen. Ich habe 
in der Mehrzahl der Faille rhombische Plattchen mit abge- 
schnittenen spitzen Winkeln, nicht selten schief abgestutzte 
Prismen erhalten. 

Wahrend S. Gabriel*), der die Taurocarbaminsiure durch 
Oxydation von Athylenpseudothioharnstoff erhalten hat, fiir 
dieselbe einen ungefahren Schmelzpunkt von 180° angibt, haben 
meine wiederholten Bestimmungen einen Schmelzpunkt von 
182° (nicht korr.) ergeben. Die Substanz schmilzt, ohne sich 
zu zersetzen, und gewahrt die Mdéglichkeit, die Bestimmung an 
ein und derselben Portion mehrere Male zu wiederholen. 


1) Beitriige z. chem. Physiol. u. Pathol. 4, 323, 1904. 
2) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 6, 1191, 1873. 
3) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 22, 1143, 1889. 
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Das Natrium- und Bariumsalz stellen stark hygroskopisc he 
Verbindungen dar, namentlich das Bariumsalz, das an der Luft 
rasch zerflieBt und nur aus heiBSem Alkohol auskrystallisiert, 
in absolutem Alkohol iibrigens unldslich ist. Die Form der Kry- 
stalle beider Salze erinnert in hohem MaBe an die der freien Siure. 

Ein in Wasser unldsliches neutrales Salz darzustellen ist 
mir mit keinem der gewodhnlich verwendeten Metalle gelungen. 
Doch geben die Salze der Taurocarbaminsaure ahnlich wie 
Harnstoff mit salpetersaurem Quecksilberoxyd einen Nieder- 
schlag, der die Méglichkeit gewahrt, Taurocarbaminsiure aus 
der Lésung nahezu quantitativ abzuscheiden. Lésungen des 
taurocarbaminsauren Natrons von 1:10000 geben noch einen 
bemerkbaren Niederschlag. Diese Eigenschaft verwertete ich 
in meinen Experimenten. 

Um festzustellen, inwiefern die von mir ausgearbeitete 
Methode ihrem Zwecke entspricht, brachte ich zu einem Liter 
Ochsenblut 0,5 g Harnstoff, 0,5 g Taurin und 0,5 g Tauro- 
carbaminsdéure. Die EiweiSsubstanzen des Blutes wurden mit 
einer dreifachen Quantitaét 96°/,igen Alkohols gefallt und nach 
24 Stunden die Fliissigkeit vom entstandenen reichlichen Nieder- 
schlag abfiltriert. Der Niederschlag wurde sorgfaltig in einer 
Presse so lange gepreBt, bis er trocken war, die PreBfliissigkeit mit 
dem Filtrat vereinigt und nach Verdampfung bis zu einem ge- 
ringen Volumen mit so viel Schwefelséure und Phophorwolfram- 
séure versetzt, daB die Lésung von beiden etwa 5°/, enthielt. Nach 
Absaugen des Niederschlags wurde sie mit Atzbaryt von 
Schwefelsiure und Phosphorwolframséure, dann mit Kohlen- 
siure von Baryt befreit und bei genau neutraler Reaktion zur 
Trockene verdampft. Der Riickstand wurde sechsmal je eine 
volle Stunde mit einer Mischung von absolutem Alkohol und Ather 
extrahiert, dann in Wasser gelést und nach Ansduern mit 
Salpetersiure mit Silbernitrat behufs Entfernung des Chlors ge- 
fallt, das Filtrat vom Silberiiberschu8 mit Schwefelwasserstoff 
befreit. Nach Neutralisieren mit Atzbaryt wurde die Fliissig- 
keit mit geringen Portionen einer gesittigten Lésung von 
salpetersaurem Quecksilberoxyd unter stetem Neutralisieren mit 
Barytlésung gefaillt. Das Ende der Reaktion wurde an dem 
Auftreten einer gelben Farbung bei Zusatz einer neuen Portion 
der Quecksilberlésung erkannt. Der Niederschlag wurde aufs 
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Filter gebracht, abgesaugt, dann im Wasser verteilt und mittels 
Schwefelwasserstoff zersetzt.') Das Filtrat von Quecksilber- 
sulfid samt den Waschwassern wurde etwas eingedampft, von 
Barytresten mit Schwefelsaure befreit, auf ein geringes Volumen 
gebracht und mehrere Male mit 96°/,igem Alkohol extrahiert. 
Nach Abdampfen des gré8ten Teiles des Alkohols wurde der 
Auszug in einer kleinen Glasschale behufs Krystallisation in 
den Vakuumexsiccator gebracht. 

Die Fallung des Blutes mit Alkohol und dann mit Phos- 
phorwolframsaiure diente zur Entfernung simtlicher EiweiSsub- 
stanzen; die nachfolgende Extraktion mit einer Mischung von 
absolutem Alkohol und Ather hatte den Zweck, den Harnstoff 
zu entfernen, da die Salze der Taurocarbaminsaure in dieser 
Mischung unléslich sind. 

Die Entfernung des Chlors war unerlaBlich, da Chloride 
die Fallung der Taurocarbaminsaiure durch Quecksilbernitrat in 
aihnlicher Weise hemmen, wie man dies bei der Liebigschen 
Reaktion mit Harnstoff beobachtet. Die Nichtfallbarkeit der 
Salze der Taurocarbaminséure durch 72°/,igen Alkohol und 
durch Phosphorwolframsaure selbst in héheren Konzentrationen 
im Vergleich mit den Bedingungen des Versuchs habe ich zuvor 
an einzelnen Portionen festgestellt. 

Im vorliegenden Vorversuch wurden von 0,5 g zugesetzter 
Taurocarbaminséure 0,46 g vom Schmelzpunkt 182° wieder- 
gewonnen; die Krystallform war mit der oben beschriebenen 
identisch. 

Die Anordnung der Durchblutungsversuche war die im 
hiesigen Institut seit langem iibliche,*) nur konnte ich den ver- 
vollkommneten Durchblutungsapparat des Instituts benutzen.*) 
Ich verwendete ausschlieBlich Lebern vom Hunde und defibri- 
niertes Rinderblut, das, wie Embden*) gezeigt hat, in vielen 
Fallen Hundeblut zu ersetzen imstande ist. 

© | 1) Das Verfahren ist demjenigen, das W. v. Schroeder (Arch. f. 
experim. Pathol. u. Pharmak. 15, 364, 1882) fiir den Harnstofinachweis 
bei Leberdurchblutung angegeben hat, analog. 

2) Vgl. Embden und GlaBner, Beitrige z. chem. Physiol. u. 
Pathol. 1, 313, 1905. 

3) Vgl. F. Mandel, Ein neuer Apparat zur Durchblutung iiber- 


lebender Organe. Zeitschr. f. biol. Techn. u. Method. 1, 44, 1905. 
+) Beitrige z. chem. Physiol. u. Pathol. 6, 44, 1905. 
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Versuch l. 

Durch die im entbluteten Zustande 237 g wiegende Leber wurden 
wahrend 2 Stunden 21 defibriniertes Ochsenblut unter Zusatz von 10 g 
Taurin, das in 200 ccm destillierten Wassers gelést war, durchgeleitet. 
Der Zusatz der Taurinlésung geschah allmablich, damit keine rasche 
Anderung des osmotischen Druckes eintrete. Die Durchstrémung der 
Leber vollzog sich mit einer Schnelligkeit von 180 bis 190 ccm in der 
Minute; das ganze Blut ging somit wahrend des Experiments 10mal 
durch die Leber. Der Druck betrug wahrend der ersten Stunde 10 bis 
15 mm Quecksilber, in der zweiten Stunde 20 bis 25 mm. 


Versuch 2. 

Durch die im entbluteten Zustande 572 g wiegende Leber wurden 
wahrend 2 Stunden 2 1 defibriniertes Ochsenblut durchgeleitet, zu dem 
10 g Taurin, in 200 g destillierten Wassers gelést, zugesetzt waren. Die 
Schnelligkeit der Durchblutung betrug ca. 300 ccm in der Minute, so 
daB das gesamte Blut wahrend des Experiments die Leber ca. 16mal 
passierte. Der Druck betrug wahrend der ganzen Dauer des Experiments 
10 bis 15 mm Quecksilber. 

Nach Beendigung des Versuchs wurde das Blut mit der dreifachen 
Quantitaét 96°/,igen Alkohols versetzt, darauf in die Mischung auch die 
in einer Fleischhackmaschine zerkleinerte Leber gebracht. Wenn auch 
das Verfahren zum Nachweis der Taurocarbaminsiure sonst in den Haupt- 
ziigen dem oben beschriebenen entsprach, muBte man wegen reichlichen 
Gehaltes an Zucker, Oxyséuren, harzartigen Substanzen, die in das Blut 
aus der Leber iibergehen, und die teils durch salpetersaures Quecksilber- 
oxyd gefallt werden, teils in die Alkohollésung iibertreten, die Analyse 
etwas komplizieren. Zum Zwecke der Entfernung des Zuckers wurde 
die Fliissigkeit nach Verdampfung des Alkohols mit Hefe 24 Stunden 
lang der Girung iiberlassen; zum Zwecke der Entfernung der harzigen 
Substanzen wurde sie unmittelbar nach der Fallung mit Phosphor- 
wolframsaure und nach deren Beseitigung der wiederholten Reinigung 
mittels Fallung durch Bleiacetat, Abfiltrieren des entstandenen Nieder- 
schlages und Entfernung des Bleiiiberschusses mit Schwefelwasserstoff 
unterzogen. 

In beiden Versuchen erhielt ich nur eine auBerordentlich 


geringfiigige Quantitat von kleinen, flachen, spindelf6rmigen Kry- 
stallen organischer Natur mit dem Schmelzpunkt 137°. Organisch 
gebundenen Schwefel enthielten die Krystalle nicht. Wegen der 
geringfiigigen Quantitat konnten sie einer weiteren Untersuchung 
nicht unterzogen werden. 


Versuch 3. 
Durch die im entbluteten Zustande 413 g wiegende Leber wurden 
2 Stunden lang 2! defibriniertes Ochsenblut unter Zusatz von 5 g Taurin 
und 5 g Glykokoll, gelést in 200 g Wasser, durchgeleitet. 
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Das Blut floB mit einer Schnellizgkeit von 200 ccm in der Minute, 
d. h. das Blut passierte die Leber ca. llmal. Der Druck betrug zu 
Beginn des Experiments 17 bis 22 mm, zu Ende desselben 27 bis 32 mm 
Quecksilber. 

Versuch 4. 

Durch die im entbluteten Zustande 442 g wiegende Leber wurden 
2 Stunden lang 21 defibriniertes Ochsenblut unter Zusatz von 5g Taurin 
und 5 g Glykokoll, in 200 ccm destillierten Wassers aufgelést, durch- 
geleitet. Die Schnelligkeit betrug im Durchschnitt 240 bis 250 ccm in 
der Minute; wahrend des Experiments passierte das Blut die Leber 
ca. 13mal. Der Druck betrug wahrend der ganzen Zeit 15 bis 20 mm 
Quecksilber. 

In den Versuchen 3 und 4 erhielt ich nach Anséuern mit 
Schwefelsiure und wiederholtem Extrahieren mit Alkohol einige 
Gramm einer zah-sirupésen, leicht gelblichen Masse, die eine 
groBe Quantitét organisch gebundenen Schwefels enthielt und 
bei der Priifung nach Liidy') keine Spur von Harnstoff er- 
kennen lieB. Leider zeigten beide Proben eine so geringe 
Krystallisationsneigung, da sich die urspriingliche Absicht, die 
Anwesenheit der Taurocarbaminsaéure durch Darstellung und 
Schmelzpunktbestimmung nachzuweisen, als undurchfiihrbar er- 
wies. Doch gelang es, die erfolgte Bildung von Uraminosiuren 
auf einem Umweg nachzuweisen.’) 

Bekanntlich spalten sich Uraminosduren beim Erhitzen mit 
Barytwasser unter Bildung von Kohlenséure, Ammoniak und 
der zugehérigen Aminosaure. 

Etwa 1g des in Versuch 4 erhaltenen Sirups wurde in 
10 ccm Wasser gelést, die Fliissigkeit mit Barytwasser neutra- 
lisiert, mit 10ccm %/,,-Lauge versetzt und das vollig klare 
Filtrat 4'/, Stunden im EinschluBrohr auf 210 bis 220° erhitzt 
[Salkowski*)]. Nach dieser Zeit hatte sich in der etwas ge- 
braunten Fliissigkeit viel Ammoniak und ein reichlicher Nieder- 
schlag von Bariumcarbonat gebildet. Es lag somit eine Ur- 
aminosdure vor. Die vom Niederschlag abfiltrierte Fliissigkeit 
enthielt reichlich organisch gebundenen Schwefel, doch gelang 


1) Monatsh. f. Chem. 10, 295, 1889. 

2) Ich verdanke die nachstehenden Daten Herrn Professor Hof- 
meister, der die Giite hatte, nach meiner Abreise von StraBburg die 
Untersuchung der sirupésen Produkte vorzunchmen. 

8) Zeitschr. f. physiol. Chem. 4, 62, 1880, 
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es in diesem Faille wegen des vorhandenen Salzes nicht, die ab- 
gespaltene Aminosiure zu isolieren. 

Als zweckmaBiger erwies sich die Spaltung mit Saure. 

Etwa 1'/, g des Sirups von Versuch 4 wurden mit 10 ccm 
Wasser und 10 ccm konz. Salzsiure im EinschluBrohr 6 Stunden 
auf 160° erhitzt. Beim Eréffnen des Rohres war deutlicher 
Uberdruck vorhanden. Die Fliissigkeit enthielt sehr viel Ammo- 
niak und lieferte beim Einengen eine reichliche Krystallisation 
von Salmiak. Um Chlor und Ammoniak zu entfernen, wurde 
die Lésung mit Bleioxyd wiederholt eingedampft, bis sie kein 
Ammoniak mehr abgab. Nach langerem Stehen wurde dann 
von Bleioxyd und Bleichlorid abfiltriert, das Filtrat mit Schwefel- 
wasserstoff entbleit und nach Verjagen des Schwefelwasserstofls 
zur Krystallisation eingeengt. Uber Nacht schieden sich etwas 
briunlich gefirbte, zarte mikroskopische Rosetten und daneben 
farblose makroskopische Nadeln und Prismen ab. Durch ge- 
eignete Behandlung mit 60°/,igem Alkohol und Umkrystalli- 
sieren konnte der farblos krystallisierende Kérper in glashellen, 
zentimeterlangen flachen Prismen und in sechsseitigen Tafeln 
genau von dem Aussehen des Taurins erhalten werden. Die 
Krystalle waren aschefrei, enthielten reichlich Schwefel und 
zersetzten sich beim Erhitzen erst gegen 290°. Es lag somit 
unzweifelhaft Taurin vor. 

Da die Darstellungsmethode die Beimengung von Taurin 
zu dem erhaltenen Produkt sicher ausschlieBt, wie auch aus 
dem negativen Ergebnis der Versuche 1 und 2 hervorgeht, ist 
der SchluB berechtigt, dab die gebildete Uraminosaure (zu einem 
Teil) Taurocarbaminséure war. Daf diese nicht direkt aus- 
krystallisierte, ist auf die Anwesenheit von anderen, die Kry- 
stallisation erschwerenden organischen Substanzen zu beziehen. 
Die Bestimmung des Gesamtstickstoffs und des durch Salzsiure 
bei 160° als Ammoniak abspaltbaren Stickstoffs ergab, daB das 
Produkt etwa zur Hialfte aus Uraminosiuren bestand, doch ge- 
lang es nicht sicherzustellen, ob sich neben Taurocarbaminsaure 
etwa Hydantoinsaure gebildet hatte. 

Die Tatsache, da8 Taurinzufubr allein keine Bildung von 
Taurocarbaminsaure eingeleitet hatte, wahrend sie bei gleich- 
zeitiger Glykokollzufuhr erfolgt war, spricht gegen die Auffassung, 
da8 die an das Taurin sich anlagernde CONH,-Gruppe in der 
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Leber vorgebildet zu sein pflegt. Vielmehr liegt der Eindruck 
nahe, daB diese Gruppe erst auf Kosten des Glycins entstanden 
sei. Das kann wohl am einfachsten im Sinne der ,,oxydativen 
Synthese‘ gedeutet werden, ist aber auch mit anderen Vorstel- 
lungen vereinbar. Da nunmehr die Uraminosdurebildung in der 
Leber sich als brauchbares Hilfsmittel zur Erforschung der Harn- 
stofisynthese erwiesen hat, diirfte es méglich sein, bald weiteres 
experimentelles Material zur Klarung dieser Frage beizutragen. 
Insbesondere wird aber auch zu untersuchen sein, ob die Bildung 
der Uraminoséuren nicht eine regelmaBige Vorstufe des Harn- 
stoffs bei seiner Entstehung aus Aminosiuren darstellt. Es er- 
gibt sich weiter die Notwendigkeit, eine Angabe von Salaskin’) 
nachzupriifen, der zufolge die Durchstromung der Leber mit 
aminosaurehaltigem Blut Harnstoffbildung zur Folge hat. Die 
von Salaskin benutzten zwei Methoden der Harnstoffbestim- 
mung nach Schéndorff und nach MeiBel und Nencki, die 
beide auf dem Zerfalle des Harnstoffs durch Saéure unter Bil- 
dung von Ammoniak beruhen, sind in diesem Falle nicht ein- 
deutig. Sie muBten auch dann ein positives Resultat geben, 
wenn sich in Salaskins Versuchen nicht Harnstoff, sondern 


Uraminosauren gebildet hatten. 


1) Zeitschr. f. physiol. Chem. 26, 128, 1898. 





Uber die Zusammensetzung und einige Eigenschaften 
der weiben Blutkorperchen. 
Von 


Stefano Mancini, Livorno. 
(Aus dem physiologisch-chemischen Institut zu StraBburg.) 


(Eingegangen am 16. April 1910.) 


I. 


LaBt man ungerinnbar gemachtes Blut langsam absitzen, 
so scheiden sich, wie bekannt, die weiBen Blutkérperchen als 
zarte weiBe Schicht oberhalb des aus Erythrocyten bestehenden 
Bodensatzes ab. Es liegt nahe, durch Untersuchung dieser 


Schicht naheres tiber Zusammensetzung und Eigenschaften der 
Blutleukocyten festzustellen. Immerhin ist dieses Ausgangs- 
material sparlich, und, wie es zunachst erhalten wird, so wenig 
einheitlich, daB es verstandlich erscheint, wenn dieser Versuch 
bisher nicht in gréBerem Umfange angestellt worden ist. 

Demgema8 beschranken sich die Angaben iiber den Auf- 
bau und die chemischen Eigenschaften der Blutleukocyten zu- 
meist nur auf den Hinweis, da8 sie den genauer untersuchten 
Leukocyten anderer Herkunft, jenen des Eiters, der Thymus, 
der Lymphdriisen, nahe stehen, und vielfach sind die hier ge- 
sammelten Erfahrungen einfach auf die Blutleukocyten iiber- 
tragen worden. 

Dieser Sachverhalt entspricht wenig der Wichtigkeit der 
physiologischen Funktionen, die man den Blutleukocyten zuzu- 
schreiben geneigt ist. Ich bin daher gern dem Vorschlag von 
Prof. Hofmeister gefolgt, ein Verfahren zur Gewinnung groBerer 
Mengen von Blutleukocyten, das im hiesigen Laboratorium 
bereits wiederholt versuchsweise benutzt worden war, weiter 
auszuarbeiten und so geniigendes Material zu einer eingehenden 





St. Mancini: Zusammens, u. Eigenschaften d. weiBen Blutkérperchen. 14] 


Untersuchung zu gewinnen. Dabei war allerdings nicht aus 
dem Auge zu verlieren: 

1. da8 die Blutleukocyten morphologisch und physiologisch 
ungleichwertige Elemente sind; 

2. daB sie je nach den gegebenen Ernihrungsverhialtnissen 
schon wegen ihrer Fahigkeit, Fett, Glykogen und wohl auch 
andere Stoffe aufzuspeichern, eine recht verschiedene Zusammen- 
setzung aufweisen miissen; 

3. daB die Darstellungsmethode, wie immer man sie ver- 
feinert, eine absolute Abtrennung von an der Oberfliche von 
Leukocyten haftenden fremden Elementen, z. B. Blutplaittchen, 
Fetttroépfchen, Calciumoxalatkrystallchen, nicht gewahrleistet ; 
endlich 

4. daB der Zusatz eines Antisepticums bei der Dauer des 
Isolierungsverfahrens nicht zu entbehren und damit die wenn 
auch wenig ins Gewicht fallende Méglichkeit einer chemischen 
Veranderung des urspriinglichen Materials gegeben ist. 

Diese Uberlegungen konnten nicht abhalten, die direkte 
chemische Untersuchung der Blutleukocyten in Angriff zu nehmen. 
Wohl aber kommen sie fiir die Frage in Betracht, in welchem 
Umfang die gewonnenen Resultate zu Riickschliissen auf die 
Leukocyten des intakten Blutes berechtigen. 


II. Darstellungsmethode. 


Man 1la8t gréBere Mengen Oxalatblut vom Pferde — nicht 
unter 301 — 20 Stunden in hohen, 7 bis 81 fassenden Glas- 
zylindern bei niederer Temperatur absitzen, entfernt dann vor- 
sichtig und méglichst vollstandig das iiberstehende Plasma, das 
den gt68ten Teil der Blutplattchen mit wenig Leukocyten ent- 
halt. Danach ist es meist nicht schwierig, die oberste, vor- 
zugsweise aus Leukocyten bestehende weife Schicht des Boden- 
satzes in den stark geneigten Zylindern fast ohne Beimengung 
von Erythrocyten abzuschépfen. Der so erhaltene, wenig blutig 
gefarbte Leukocytenbrei 14Bt sich nun leicht durch Suspen- 
dieren in viel physiologischer (0,9°/,iger) Kochsalzlésung und 
rasches, dabei stets nur kurzdauerndes Zentrifugieren von den 
beigemengten roten Blutkérperchen befreien, da unter diesen 
Verhaltnissen die Leukocyten sich zu Klumpen zusammenballen 
und bald am Boden absetzen. In den meisten Fallen lieB sich 
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durch 15 bis 20maliges Aufriihren mit Kochsalzlésung, Zentri- 
fugieren und AbgieBen der iiberstehenden Fliissigkeit ein schnee- 
weiBes Praparat erhalten. Nur manchmal behielt es einen Stich 
ins Gelbliche. Gelang es nicht, die roten Blutkérperchen vdllig 
zu entfernen, so wurde das Priparat verworfen. 

Bei den zahlreichen in dieser Richtung ausgefiihrten Ver- 
suchen erwies sich einerseits zur Fernhaltung von Faulnis ein 
Zusatz von Toluol zu der Waschfliissigkeit (1: 1000), sodann 
aber auch die Zufiigung von etwas Oxalat (1 Teil Ammonium- 
oxalat auf 10000 Teile) als zweckmaBig. Letztere MaBnahme 
war veranlaBt durch die wiederholt gemachte Beobachtung, 
da8 der Leukocytenbrei beim Waschen mit gewoéhnlicher physio- 
logischer Kochsalzlésung zu einem derben Gerinnsel zusammen- 
floB, das durchaus das Aussehen und mechanische Verhalten 
gewaschenen Fibrins darbot und eine weitere Reinigung durch 
Zentrifugieren nicht mehr gestattete. Diese Erscheinung wurde 
nicht mehr beobachtet, als wir den Oxalatzusatz zur Wasch- 
flissigkeit regelmaBig anwandten. 

Der erhaltene Leukocytenbrei war frei von roten Blut- 
kérperchen, lie? aber unter dem Mikroskop die Anwesenheit 
von Blutplattchen, wenn auch nur in sparlicher Zahl erkennen. 
Krystalle von Calciumoxalat, an deren Gegenwart nach dem 
Gange der Darstellung gedacht werden konnte, wurden mikro- 
skopisch nicht gefunden, obgleich die spatere chemische Unter- 
suchung eine erhebliche Beimengung dieses Salzes ergab. 

Um eine fiir die chemische Untersuchung hinreichende 
Menge von Leukocyten zu erhalten, bedurfte es etwa 150 | 
Pferdeblut. Die Verarbeitung von ca. 301 dauerte nicht iiber 
24 Stunden. Die winterliche Temperatur und der geringfiigige 
Zusatz von Toluol zum Waschwasser ermdglichte es, die Dar- 
stellung unter Vermeidung jedes Zeichens von Faulnis auszu- 
fiihren. Die Ausbeute betrug etwa 30 ccm feuchte Leukocyten 
pro 301 Pferdeblut. 


Ill. Einiges iiber die Zusammensetzung der Blutleukocyten. 


Da trotz Verarbeitung groBer Blutmengen die Ausbeute 
immerhin eine sparliche war, konnte nur eine beschrankte Zah] 
von Analysen durchgefiibrt werden, und zwar an Praparaten 
verschiedener Darstellung. Die erhaltenen Zahlen sind dem- 
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entsprechend nicht Durchschnittswerte. Sie geben aber immer- 
hin einen Einblick in die einschlaigigen Verhaltnisse. 


Zuniachst suchten wir uns iiber die Natur der in den Leuko- 
cyten enthaltenen Substanzen zu orientieren. Dabei war anzu- 
nehmen, daB das anhaltende Waschen mit viel Kochsalzlésung 
die wasserléslichen Bestandteile entfernt haben diirfte. Indes 
ergab sich, da8 beim Verreiben mit physiologischer Kochsalz- 
lésung aus den zertriimmerten Zellen noch geringe, aber doch 
merkliche Mengen Eiwei8 in Lésung gingen. Der betreffende 
EiweiBkérper war durch Salpetersiure und durch gesittigte 
Ammonsulfatlésung fallbar. 


Die Hauptmasse der Leukocyten léste sich beim Stehen 
in einer Natriumcarbonatlésung von 0,1°/,. Die triibe Lésung 
wurde durch Essigséure gallertig-flockig gefallt. Der sehr 
reichliche Niederschlag enthielt Phosphor und spaltete bei Hy- 
drolyse mit Saéure Substanzen ab, die durch Silbernitrat in 
ammoniakalischer Lésung gallertig faillbar waren. Diese nucleo- 
proteidahnliche Substanz bildet die Hauptmasse der Leukocyten- 
proteide. 

Zur Orientierung iiber die Zusammensetzung des Leukocyten- 
leibes wurde das im Vakuum getrocknete Praparat von zwei 
Darstellungen mit Alkohol, Ather und Chloroform erschépft und 
zur Analyse gebracht. 


Dabei ergab sich, daB die erhaltenen Leukocyten noch 
sehr erhebliche Mengen von anhaftendem Calciumoxalat ent- 
hielten. Leider konnte nur in einem Praparat die Gréfe dieser 
Beimengung durch direkte Bestimmung (Extraktion mit ver- 
diinnter Salzsiure und Fallung mit Ammoniumacetat) ermittelt 
werden. 


Praparat A, mit Alkohol, Ather und Chloroform erschépft, 
vakuumtrocken, enthielt 36,44°/, C, 5,19°/, H, 9,75°/, N, 0,678°/, P. 
Die Bestimmung des Calciumoxalats ergab einen Gehalt daran 
von 32,21°/,. Wird dieser Betrag von der Gesamtsubstanz und 
die darin enthaltene Kohlenstoffmenge von dem obigen C-Werte 
in Abzug gebracht, so ergibt sich fiir die trockene und ent- 
fettete Substanz der weiBen Blutkérperchen: 

(A) C= 44,82°/,, H = 7,66°/,, N = 14,38°/,, P—1,00°/,, 
§ + 0- Asche = 32,14°/,. 
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In einem zweiten Praparat wurde die Zusammensetzung 
der vakuumtrockenen Leukocyten vor und nach der Extrak- 
tion mit Alkohol, Ather und Chloroform ermittelt. 

Es wurden gefunden (in dem noch oxalathaltigen Praparat): 
(B) vor der Extraktion C = 41,37°/,, H = 6,38°/,, N = 8,51°/,, 

S = 1,75°/,, P= 0,945°/,, Asche = 21,37°/,. 
(C) nach der Extraktion C = 36,17°/,, H = 5,48°/,, N = 9,67° ,, 
S — 0,699°/,, P = 0,67°/,, Asche = 24,31°/,. 

Die Alkohol-, Ather- und Chloroformextraktion hatte in 
diesem Falle einen Gehalt von 12,1°/, an Fett und Lipoiden 
ergeben. In einem anderen Falle betrug er 18,82°/,. 

Der Vergleich von Analyse B und C lehrt, daB die Ex- 
traktion eine fast identische Erhéhung des Stickstoff- und Asche- 
gehaltes zur Folge gehabt hat (13,6°/, fiir N, 14,0°/, fiir die 
Asche), so daB anzunehmen ist, daB in das Extrakt nur sehr 
wenig Stickstoff tibergegangen war. Hingegen zeigt die Ab- 
nahme an Phosphor und namentlich an Schwefel, daB die Leuko- 
cyten sowohl Lipoide vom Charakter der Phosphatide als der 
Sulfatide enthalten. Da® der Gehalt der Leukocyten an ather- 
léislicher Substanz sehr schwankt, war bei deren bekannter 
Fahigkeit, sich mit Fett zu beladen, von vornherein zu er- 
warten. 

Der bei der Extraktion zuriickbleibende Phosphor ist als 
dem Nucleoproteid des Leukocytenprotoplasmas angehérig zu 
betrachten. Der zuriickbleibende Schwefel kann ebensowohl 
Bestandteil der Nucleinstoffe wie anderer EiweiSk6érper sein. 

Ein Vergleich der gefundenen Zahlen mit dem von Hoppe- 
Seyler fiir Eiterzellen, von Lilienfeld und Bang fiir Thymus- 
zellen und von Bang fiir Lymphdriisenzellen ermittelten Werten 
ist bei dem Fehlen der Bestimmung einzelner Bestandteile nicht 
durchzufiihren. Immerhin bestehen mannigfache Analogien. 
Namentlich scheint das Uberwiegen eines Nucleoproteids unter 
den eiweiBahnlichen Bestandteilen den Zellen dieser Gruppe ge- 
meinsam. 

Um dieses Nucleoproteid naher kennen zu lernen, habe ich 
in zwei Fallen Leukocytenbrei mit 0,1°/,iger Sodalésung aus- 
gezogen und den in Lésung gegangenen Anteil nach Fillen mit 
Essigsaure, Auswaschen mit Wasser, Alkohol und Ather zur 
Analyse gebracht. 
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Prap. I. Bei 100° getrocknet. 
C = 44,43, 44,479/,, 
H= 6,38, 6,61%/,, 

S= 1,15, 
P= 0,429, 
Asche = 7,94°%/,. 
Prip. II. Mehrmals mit Sodalésung umgefillt. Bei 100° getrocknet. 
C == 49,469, 
H= 7,31°/o, 
N = 15,84, 
S= 1,30), 
P= 0,13%/,, 
Asche = 3,65°/). 

Die Verschiedenheit in der Zusammensetzung der beiden 
Priparate ist zu groB, um irgendwelche Schliisse zu gestatten, 
zumal die Abnahme des Phosphorgehaltes beim Umfallen entweder 
auf eine gewisse Zersetzlichkeit des Nucleoproteids oder auf die 
iiberwiegende Anwesenheit eines phosphorfreien Albuminats hin- 
weist. 

Wenn Bang bemerkt, daS sich aus Leukocyten des Rinder- 
blutes nicht weniger als 86°/, der festen Stoffe als eine Art 
Albuminat erhalten lassen, so kann ich dem beistimmen. Die 
Natur dieser albuminatahnlichen EiweiBstoffe wird freilich noch 
naher zu untersuchen sein. 


IV. Die Fermente der weiBen Blutkérperchen. 


Es ist aus zahlreichen Untersuchungen bekannt, daB leuko- 
cytenreiche pathologische Fliissigkeiten — Eiter, entziindliche 
Exsudate — ausgesprochene Fermentwirkungen aufweisen, die 
anscheinend von den geformten Elementen ausgehen. DaB auch 
die farblosen Blutkérperchen solche Wirkungen namentlich proteo- 
lytischer Natur ausiiben, ist durch Erfahrungen an normalem 
und leukimischen Blute sehr wahrscheinlich geworden und 
genauer von E. Miller und Jochmann’) untersucht worden. 

Diesen Autoren zufolge entfalten Leukocyten vom Men- 
schen, von Affen und (in geringerem Grade) vom Hunde proteo- 
lytische Wirkungen gegeniiber erstarrtem Blutserum, wenn sie 
voriibergehend durch Erhitzen iiber 50° geschidigt werden. 


1) Ed. Miller und Jochmann, Miinch. med, Wochenschr. 1906, 


1393, 1507, 2002. 
Biochemische Zeitschrift Band 26. 10 
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Sie enthalten somit die Vorstufe eines proteolytischen Ferments, 
das durch Erhitzen auf 50° aktiviert wird. Das Ferment selbst 
zeigt in seiner Wirkungsweise die groBte Ahnlichkeit mit Trypsin.') 
Die Leukocyten des Pferdes fanden Miller und Jochmann 
unwirksam. 

Aus meinen Versuchen mit den vollkommen von Blut- 
plasma und Erythrocyten befreiten Leukocyten ergab sich 
folgendes: 

Proteolytische Wirkung in schwach salzsaurer Lésung 
(0,2°/, HCl) (Pepsinwirkung) wurde bei Priifung mit Fibrin 
stets vermiBt. 

Proteolytische Wirkung in toluolhaltiger neutraler Lésung 
gegeniiber frischem Fibrin trat nicht oder sehr spat ein (z. B. 
erst nach 6 Tagen). Hingegen war sie sehr ausgesprochen, wenn 
der Leukocytenbrei fiir ganz kurze Zeit mit */,,-Normalschwefel- 
siure zusammengebracht, dann durch die Aaquivalente Menge 
Lauge genau zuriickneutralisiert wurde. Zugesetztes Fibrin ging 
dann rasch, spatestens in 40 Stunden in Lésung. Das be- 
trefiende trypsinahnliche Ferment ist somit in den Blutleuko- 
cyten nicht als solches, sondern in Form seines Zymogens vor- 


handen, das man vorlaufig als ,, Leukocytenprotrypsin“‘ bezeichnen 
kann. 


Eine gelatineverfliissigende Wirkung war nicht vorhanden. 
Erepsinwirkung war weder vor noch nach der Aktivierung mit 
Saure nachweisbar. 

Hingegegen fehlte es nicht an diastatischen Fermenten. Gly- 
kogenlésung, mit Leukocyten versetzt, zeigte nach 6 Stunden, 
Starkelésung nach 12 Stunden Reduktion. 

Deutliche fettspaltende Wirkung gegeniiber Mandelélemulsion 
war nicht vorhanden. Aktivierung mit Saure war darauf ohne 
EinfluB. 

Wohl aber zeigten die Leukocyten geringe, aber unzweifel- 
hafte Labwirkung. 

Beim Zusammenbringen mit fliissig erhaltenem Gansplasma 
erzeugten die frischen Leukocyten in 2 bis héchstens 15 Minuten 
schénste Gerinnung. 


1) Jochmann und Lockemann, Beitrage z. chem. Physiol. u. 
Pathol. 11, 449, 1908. 
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Von Oxydasewirkungen war die Reaktion mit p-Phenylen- 
diamin und a-Naphthol (Laccasewirkung) sowohl bei den frischen 
wie bei den iiber Schwefelséure getrockneten Leukocyten sehr 
ausgesprochen. Andere Oxydasen (Peroxydase, Tyrosinase) 
konnten nicht mit Sicherheit festgestellt werden. Die wieder- 
holte Priifung auf glykolytische Wirkung, durch 24stiindiges 
Digerieren von Glucoselésung mit Leukocytenbrei unter Toluol, 
ergab keinen Anhaltspunkt fiir die Annahme eines glykolyti- 
schen Ferments. 


Von diesen Beobachtungen steht der Nachweis eines proteo- 
lytischen Ferments in den weiBen Blutkérperchen des Pferdes 
anscheinend mit dem oben erwahnten Befunde von Ed. Miiller 
und Jochmann in Widerspruch. Vermutlich handelt es sich 
jedoch nur um eine Verschiedenheit der Pferdeleukocyten in 
bezug auf die Aktivierbarkeit des Protrypsins, da Miiller und 
Jochmann zur Aktivierung blo8 erhéhte Temperatur benutzt 
haben. Da die Leukocyten bei pathologischen Vorgangen oft 
ausgesprochene proteolytische Wirkungen entfalten, wiire es er- 
wiinscht, die Bedingungen dieser Aktivierung genauer zu kennen. 
Denn auch das ,,Absterben‘’ und ,,Zerfallen‘‘ der Leukocyten 
kann nur durch Vermittlung eines aktivierenden Agens zum 
Freiwerden des proteolytischen Ferments fiihren. 

Der Umstand, da8 die Leukocyten zunachst nur Protrypsin 
enthalten, dessen Aktivierungsbedingungen noch nicht zu iiber- 
sehen sind, macht die mannigfachen Verschiedenheiten verstand- 
lich, die in betreff der proteolytischen Wirkung von Eiter und 
Exsudaten gelegentlich bemerkt worden sind. 

Als Bekraftigung einer wohl allgemein angenommenen, aber 
bisher nicht direkt demonstrablen Vorstellung diirfte der Nach- 
weis willkommen sein, daB die isolierten Leukocyten des Blutes 
direkt den Gerinnungsvorgang auszulésen vermégen. 


V. Verhalten der Blutleukocyten gegeniiber Saponin und 
Tetanotoxin. 


5°/,ige Suspension von roten Pferdeblutkérperchen wurde 
mit Sapotoxinlésung zusammengebracht, nachdem diese mit 
Leukocytenemulsion */, Stunde geschiittelt worden war. Das 
Ergebnis dieser und der Kontrollversuche war: 


10* 
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Ebenso wie in diesem Falle erwiesen sich die Leukocyten 
gegeniiber dem Tetanusgift stark antihamolytisch. 

Hingegen konnte eine antitetanische Wirkung nicht nach- 
gewiesen werden. 

Wurde eine Menge Tetanusgift, die die einfache und dop- 
pelte fiir Mause tédliche Dosis enthielt, mit Leukocytenbrei ge- 
mischt, 1 Stunde lang geschiittelt, dann 48 Stunden im Brut- 
ofen belassen und schlieBlich zentrifugiert, so ergab die Fliissig- 
keit bei Mausen die gleiche Giftigkeit wie eine entsprechend 
verdiinnte Kontrollésung. 





Uber den Restkohlenstoff des Blutes. 
Von 


Stefano Mancini, Livorno. 
(Aus dem physiologisch-chemischen Institut zu StraBburg.) 


(Eingegangen am 16. April 1910.) 


Wihrend die Bestimmung des ,,Reststickstoffs“ im Blute 
Gegenstand zahlreicher Arbeiten geworden ist, liegen Unter- 
suchungen iiber den Restkohlenstoff des Blutes, d.h. iiber die 
Menge von Kohlenstoff, die nach Entfernung aller eiweiBartigen 


Bestandteile und der Kohlensaure zuriickbleibt, nicht vor, und 
doch diirfte die Orientierung iiber diesen Punkt kaum eine 
geringere Wichtigkeit beanspruchen. Fiir das Verstaindnis des 
Stoffaustausches ist die Untersuchung der durch das Blut von 
Organ zu Organ transportierten Stoffe, so gering ihre Menge 
in der Zeiteinheit sein mag, eine notwendige Voraussetzung. 
Denn unter ihnen findensich neben den endgiiltig zur Ausscheidung 
bestimmten Stoffen auch jene intermediaren Produkte des Stoff- 
wechsels, die, wie der Zucker, das Adrenalin, die Hormone, die 
Immunkérper u.a., vor ihrem Abbau héchst wichtige physio- 
logische Aufgaben zu erfiillen haben. 

Im Plane der vorliegenden, von Prof. Hofmeister an- 
geregten Untersuchung lag es zunachst zu ermitteln, ob das 
Blut neben den EiweiB8stoffen, dem Zucker, Harnstoff und den 
Carbonaten kohlenstoffhaltige Substanzen in einer Menge ent- 
halt, die einer quantitativen Bestimmung zuginglich ist. Im 
Falle das méglich war, sollte die Brauchbarkeit des Verfahrens 
fiir die Untersuchung des normalen und pathologisch veranderten 
Blutes naher gepriift werden. 
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1. Zur Methodik. 


Nach den vorliegenden Erfahrungen enthalten Blutplasma 
und Blutserum neben den koagulablen EiweiBk6rpern noch konstant 
ein Glykoproteid von Albumosencharakter (Serummucoid), Zucker, 
Fett und Harnstoff in nennenswerter Menge. AuBerdem aber 
finden sich darin regelmaBig Seifen, Lecithin, Cholesterinester, 
gelegentlich auch Milchséure, Kreatin, Harnsaéure, verschiedene 
Aminosaéuren, Farbstoffe und andere organische Substanzen, 
allerdings unter normalen Verhiltnissen in sehr geringer 
Menge. 

Um den Kohlenstoff der nicht eiweiBartigen Stoffe zu be- 
stimmen, bedurfte es eines Verfahrens, durch das es méglich 
war, die proteinartigen Stoffe und nur diese, restlos zu ent- 
fernen. Ein diesem Anspruch voll geniigendes Verfahren zu 
finden, gelang nicht. So fiihrten Versuche mit Auskoagulieren, 
Aussalzen mit Zinksulfat oder Natriumsulfat und ahnliches nicht 
zum Ziel. Hingegen erwies sich die Fallung mit Phosphor- 
wolframsiure als ein fiir die Entfernung der Proteinstoffe be- 
quemes und genaues Verfahren. Sie gestattet mit aller wiinschens- 
werten Schiarfe die Entfernung aller Proteine einschlieBlich des 
Serummucoids. Sie entspricht nur insofern nicht ganz dem ins 
Auge gefaBten Zweck, als sie auch einige nicht proteinartige 
Stoffe, so von den oben genannten die Harnsaure, ausfallt, iiber- 
dies, weil sie in saurer Lésung angewendet werden muB, auch 
einen Verlust an wasserunléslichen Saéuren, z. B. an hohen Fett- 
siuren, bedingen kann. Ferner ist zu bedenken, daf der er- 
zeugte Niederschlag neben Eiwei® alle in Wasser unldslichen, 
wahrscheinlich auch die in kolloidaler Suspension befindlichen 
Bestandteile mit niederreiBt. 

Trotz dieser Schattenseiten bin ich bei der Verwendung der 
Phosphorwolframséuremethode stehen geblieben, zumal da ich 
mich bald iiberzeugte, daB sie unter sich gut vergleichbare Werte 
ergibt. 

Zur Bestimmung des Kohlenstoffes in der untersuchten 
Fliissigkeit diente das Verfahren von Messinger, in der Form, 
wie sie von Spiro im hiesigen Laboratorium fiir die Bestimmung 
des Harnkohlenstofis benutzt wird. 


Das Verfahren gestaltet sich, wie folgt. Ein abgemessenes Volum 
defibrinierten oder mit Natriumfluorid ungerinnbar gemachten Blutes 
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wird mit 4 Volumen destillierten Wassers verdiinnt, mit 2 ccm konzen- 
trierter Schwefelsaure auf je 100 eem Fliissigkeit versetzt und mit 10°/, iger 
reiner Phosphorwolframsiaurelésung véllig ausgefallt. Vom Filtrat wird ein 
aliquoter Teil in dem 500 ccm fassenden Oxydationskolben mit 1 Tropfen 
Quecksilber, 15 g Kaliumbichromat und 100 ccm konzentrierter Schwefel- 
sdure zusammengebracht. Der Zersetzungskolben ist durch eingeschliffene 
Verbindungen auf einer Seite zum Durchleiten kohlensaurefreier Luft 
eingerichtet, auf der anderen mit 5 U-Réhren, die zum Trocknen und 
Absorbieren der Kohlensaure dienen,!) verbunden. Nach Priifung der 
Verschliisse wird zunichst die Reaktionsfliissigkeit andauernd erhitzt, 
zum Schlu8, wenn die Oxydation zu Ende ist, nach Entfernen der 
Flamme die Kohlensiure durch einen Luftstrom in die Absorptions- 
réhren getrieben. 

Die Oxydation erfolgt anscheinend wegen der Anwesenheit von 
Phosphorwolframsaure, recht langsam. Man kann sie nicht vor 7 Stunden 
als sicher beendet ansehen. Zum Luftdurchieiten am Schlusse geniigt 
1/, Stunde. 

Die Ubereinstimmung der stets ausgefiihrten Doppelbestim- 
mungen war sehr befriedigend. Die Befiirchtung, daB die im 
Blute enthaltene praformierte Kohlenséure die Resultate beein- 
fluBt, erwies sich als unbegriindet. In Parallelversuchen, wo 
einerseits das Phosphorwolframsaurefiltrat direkt, andrerseits 
nach 2stiindigem Durchleiten kohlensdurefreier Luft bei 40° 
analysiert wurde, erhielt ich identische Werte. 

Bei der langen Dauer der Einzelversuche ist es sehr zweckmaBig, 


mebrere Analysen nebeneinander auszufiihren. Ich hatte regelmaBig 
4 Apparate nebeneinander in Betrieb. 


2. Versuche mit Normalblut. 


Ich habe Bestimmungen mit dem Blute von Hund, Rind, 
Pferd und Kaninchen ausgefiihrt. 


A. Bestimmungen am defibrinierten Blut. 


In den nachstehend tabellarisch zusammengestellten Ver- 
suchen wurden die Kohlenstoffbestimmungen an ganz frischem 
Blut einmal direkt (A), sodann nach Austreiben der etwa vor 
handenen praformierten Kohlenséure (B) vorgenommen. 


1) Das erste U-Rohr ist mit Glasperlen, das zweite mit Chlorcalcium 
gefiillt, das dritte und vierte enthalten Natronkalk und dienen zur Ab- 
sorption und Wagung der Kohlensiure, ein fiinftes, mit Chlorcalcium 
und Natronkalk gefiillt, schiitzt die Absorptionsréhren vor Wasser- und 
Kohlensaurezutritt aus der Luft. 
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Tabelle I. 





l 
Blut von! ccm 


Blut 


| CO, CO,gin100cem| 
18 | 








0,2776 
0,2864 
0,2904 
0,2896 
0,2856 
0,2936 
0,2816 
0,3096 
0,2728 
0,2656 
0,2760 
0,2944 


| 2.5 | 0,0694 

Hund | ” 0.0716 

| 0,0726 

| 0,0724| 

| 0,0714 

| 0,0734, 
| 0,0704| 
| 0,0774! 
|0,0682 
0,0664 
| 0,0690 
| 0,0736 











B. Bestimmungen an Fluoridblut. 


Tabelle II. 








1 rr 2 gl M2 
| oan, | CO, CO,gin100cem 
| 


Mittel 


0,2800 


Cc 


Blut von Mitte! 


& 
0,0694 
0,0706 
| 0,0700 
| 0,0730 
| 0,0681 
| 0,0654 
| 0,0588 
0,0600 
0,0760 
| 0,0690 
0,0698 
0,0682 
0,0658 
| 


Blut 


0,2776 
0,2824 
0,2800 
0,2920 
0,2724 
0,2616 
0,2940 
0,3000 
0,3040 
0,2760 
0,2792 
0,2728 
0,2632 
0,2816 
0,3150 
0,3204 
0,3150 
0,3040 








Hund 0,0764 





0,2860 0,0780 


0,2670 0,0728 


0,2970 0,08 10 


0,2900 0,0791 


0,2760 0,0753 


0,2724 0,0743 


0,0704 
0,1575 
| 0,1602 

0,0630 
| 0,0608 


ll Rind 





0,3177 0,0867 


12 Kaninchen 0,3095 0,0844 











Um festzustellen, ob sich der Gehalt an Restkohlenstoff 
beim Aufbewahren des Blutes im kalten Raum dndert, wurde 
das mit Natriumfluorid versetzte AderlaBblut eines Hundes 
sofort, nach 24 und nach 48 Stunden untersucht. 
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Tabelle III. 


/co, | CO.g | CO, c 
| 8 | in 100 ccm | Mittel Mittel 





Untersucht | ccm 








/0,0650 00,3250 

0,0626 0,3130 
| 0,1286) 0,3215 
/0,1248 03120 
| 0,0859 0,3436 
0,0880 =: 0,3320 

Aus den ermittelten Zahlen ergibt sich: 

1. der (nicht durch Phosphorwolframsaure fallbare) Rest- 
kohlenstoff des Blutes ist bei derselben Tierart sehr 
annéahernd konstant; fiir den Hund schwankt er von 
0,0728 bis 0,0870 g in 100 ccm Blut. Das Mittel ist 
0,0780 g. 

2. Auch das Blut anderer Saéugetiere gibt nahe- 
stehende Werte: Pferd 0,0756, Rind 0,0832, Kaninchen 
0,0844 g pro 100 ccm Blut. 

3. Bei Aufbewahrung in der Kalte andert sich der 
Gehalt an Restkohlenstoff in den ersten 24 Stunden 
nicht merklich. 

Nach den vorliegenden Blutanalysen ist anzunehmen, dab 
an dem Restkohlenstoff der Blutzucker und der Harnstoff einen 
wesentlichen Anteil haben. Zur genaueren Bestimmung dieses 
Anteils habe ich in zwei Blutproben neben dem Restkohlen- 
stoff noch den Reststickstoff, den Harnstoff (nach Schéndorff) 
und den Zucker (nach Pfliiger) quantitativ ermittelt. 

Versuch 16. AderlaBblut eines gesunden Hundes. 
Fiir 25 cem wurden erhalten 0,0760 CO,, entsprechend 0,3040 in 100 ccm 

und 0,0690_,, " 0,2760 , 100 ,, 
im Mittel 0,2900; 

ferner fiir 100 ccm 0,0263 g Reststickstoff,') 

» 100 ,, 0,0400 g Harnstoff, entsprechend 0,0187 g N, 
0,0966 g Glucose. 

Versuch 17. AderlaBblut eines Hundes nach 12tagiger 
Inanition. 

Fiir 25 com wurden erhalten 0,0864 g CO,, entsprechend 0,3456 in 100 ccm 
und 0,0944g , ” 0,3776 , 100 , 
im Mittel 0,3616 , 100 ,, 


0,3190 | 0,0870 


0,3167 | 0,0864 











0,3478 | 0,0949 


1) Eigentlich nur der nicht durch Phosphorwolframsaure fallbare 
Anteil des Reststickstoffes. 
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ferner fiir 100 ccm 0,0224 Reststickstoff,') 

» 100, 0,0350 Harnstoff, entsprechend 0,0168 g N, 
0,0899 Glucose. 

Hiernach entfallen vom Kohlenstoff in 100 ccm Blut auf 





Restkohlenstoff Glucose | Harnstoff | sonstige Stoffe 
g | g g | g 


16 | 0,0791 


Versuch 
Nr. 





0,0386 0,0080 0,0325 
17 0,0986 0,0360 0,0070 0,0556 
Somit ist normalerweise etwa die Halfte des nicht durch 
Phosphorwolframsaure fallbaren Restkohlenstoffes im Blutzucker 
vorhanden. 


3. Verhalten des Restkohlenstoffes bei Blutverlust, Nieren- 
ausschaltung und Phosphorvergiftang. 


Versuch 18. Bei einem Hund von 9,40 kg Gewicht werden 
in 2 Aderlassen mit einem Intervall von */, Stunden je 50 ccm 
Blut entnommen und durch Natriumfluorid ungerinnbar gemacht. 

1. AderlaB: Je 25 com geben 0,0694 und 0,0706 g CO,, somit pro 
100 ccm im Mittel 0,2800 g CO,, entsprechend 0,0765 C. 

2. AderlaB: Je 25 ccm geben 0,0806 und 0,0834 g CO., somit pro 
100 ccm im Mittel 0,3280 g CO,, entsprechend 0,0895 C. 

Versuch 19. Einem Hund von 8,500 kg Gewicht werden 
70 ccm Blut entzogen, */, Stunden spiter neuerdings 50 ccm. 

1, Aderla8: Je 25 com geben 0,0700 g und 0,0734 g CO,, somit pro 
100 com im Mittel 0,2868 g CO,, entsprechend 0,0782 C. 

2. AderlaB: Je 25 ccm geben 0,0902 und 0,0868 g CO,, somit pro 
100 com im Mittel 0,3540 g CO,, entsprechend 0,0965 C. 

In beiden Versuchen tritt die Steigerung im Gehalt 
an Restkohlenstoff infolge des erlittenen Blutverlustes 
sehr deutlich hervor. Sie entspricht der unter gleichen Ver- 
haltnissen eintretenden Vermehrung des Blutzuckers. 

Versuch 20. Beiderseitige Unterbindung der Nieren- 
gefaBe und der Ureteren bei einem Kaninchen. 1. Aderla8 
vor der Ligatur, 2. AderlaB 38 Stunden danach. 

1. AderlaB: Je 20 com geben 0,0588 und 0,0610 g CO,, somit fiir 
100 ccm im Mittel 0,2995 g CO,, entsprechend 0,0817 C. 

2. AderlaB: Je 25 ccm geben 0,1274 und 0,1240 g COs, somit fiir 
100 com im Mittel 0,5028 g CO,, entsprechend 0,1371 C. 





















Witney Sy rns 
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1) Eigentlich nur der nicht durch Phosphorwolframsaure fallbare 
Anteil des Reststickstoffes. 
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Versuch 21. Aderla8 bei einem gesunden Kaninchen. 
Nach langerer Zeit beiderseitige Ureterenunterbindung. 
48 Stunden spiter 2. AderlaB. 

1. AderlaB: Je 20 ccm geben 0,0630 und 0,0608 g CO,, somit fiir 
100 com im Mittel 0,3095 g CO,, entsprechend 0,0844 g C. 

2. AderlaB: Je 25 com geben 0,1525 und 0,1400 g CO,, somit fir 
100 ccm im Mittel 0,5850 g CO,, entsprechend 0,1595 g C. 

Die Aufhebung der Nierensekretion bewirkt so- 
nach eine sehr bedeutende Vermehrung des Restkohlen- 
stoffes. 


Versuch 22. Phosphorvergiftung. Hund, 6,250 kg 
schwer, erhalt taglich 1 ccm einer 1°/,igen Lésung von Phosphor 
in O] subeutan. AderlaB am 4. Tag. Die Leber zeigt sich wenig 
verandert; das Blut gerinnt spontan nach 1 Stunde. 

Je 25 ccm geben 0,0732 und 0,0712 g CO,, somit im Mittel fir 
100 ccm 0,2888 g CO,, entsprechend 0,0785 g C. 

Versuch 23. Phosphorvergiftung. Hund 6,800 kg 
schwer, erhalt jeden 2. Tag 1 com von 0,2°/,igem Phosphorél. 
AderlaS nach der 6. Injektion. Leber stark verindert; Blut 
ungerinnbar. 

Je 25 cem geben 0,0750 und 0,0770 g CO., somit fiir 100 com im 
Mittel 0,3040 g CO,, entsprechend 0,0829 g C. 

Versuch 24. Phosphorvergiftung. 6 kg schwerer Hund 
erhalt jeden 2. Tag 1 ccm der 0,2°/,igen Phosphordllésung. 
Aderla8 nach der 7. Injektion. Leber hochgradig verandert, 
das Blut ungerinnbar und reich an Gallenfarbstoff. 

Je 25 ccm geben 0,0960 und 0,0838 g CO,, somit fir 100 ccm im 
Mittel 0,3596 g CO,, entsprechend 0,0981 g C. 

Die Phosphorvergiftung scheint nur bei sehr vorgeschrittener 
Erkrankung (Versuch 24) eine Steigerung des Gehaltes an Rest- 
kohlenstoff zu bedingen. 


Anhangsweise seien einige Beobachtungen am Menschenblut 
angefiihrt. 


Versuch 25. Placentarblut von einer Gesunden. 

Je 25 ccm Serum gaben 0,1570 und 0,1606 g CO., somit fir 100 ccm 
im Mittel 0,6352 g CO,, entsprechend 0,1732 g C. 

Versuch 26. Placentarblut von einer Gesunden. 


Je 20 com Serum gaben 0,1340 und 0,1290 g CO,, somit in 100 ccm 
im Mittel 0,6575 g CO,, entsprechend 01793 g C. 





i 
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Versuch 27. AderlaSblut von einer 23 jahrigen 
Uramischen. 

Je 25 ccm Serum gaben 0,1976 und 0,1956 g CO,, somit in 100 com 
im Mittel 0,7864 g CO,, entsprechend 0,2144 g C. 

Die geringe Zahl am Menschenserum ausgefiihrter Bestim- 
mungen verbietet irgendwelche SchluBfolgerungen. Nur so viel 
ist zu entnehmen, daB die Methode beim Menschenblut anstands- 
los ausfiihrbar ist. Die oben angefiihrten, im Tierexperiment 
erhaltenen Resultate lassen die Bestimmung des Restkohlen- 
stoffes im pathologischen Blute aussichtsvoll erscheinen. Ich 
hoffe bald ausfihrlicher iiber einschlaigige Versuche berichten 
zu kénnen. 





Ober die Bangsche Methode der Zuckerbestimmung und 
die Haltbarkeit der hierzu verwendeten Titerfliissigkeiten. 
Von 
A. C. Andersen. 


(Aus dem pbysiologischen Laboratorium der Universitit Kopenhagen.) 


(Eingegangen am 11. April 1910.) 


Am Ende des Jahres 1908 verdffentlichte ich das Resultat 
einer Reihe von Untersuchungen,’) wodurch ich beabsichtigte, 
die Genauigkeit der Bangschen Methode der Zuckerbestimmung 
und ihre Verwendung zur Bestimmung des Harnzuckers zu be- 
leuchten. Nach Beendigung dieser Arbeit hatte ich eine ziemlich 
groBe Menge der Titerfliissigkeiten zuriickbehalten, und beschloB 
alsdann zu untersuchen, wie lange diese bei Aufbewahrung haltbar 
waren. Zwar ist in der kleinen, in Julius Springers Verlag 
(Berlin 1908) erschienenen Tafel: ,,Methode der Zuckerbestim- 
mung von Dr. Ivar Bang, iiber die Kupferlésung angefiihrt: 
, Die Lésung ist unbegrenzt haltbar,‘‘ und itiber die Hydroxylamin- 
lésung: ,,Auch diese Lésung ist haltbar‘‘; jedoch schien es mir, dab 
das von H. Jessen- Hansen?) hervorgehobene Verhalten — daB 
namlich der Titer der Kupferlésung von der Wassermenge ab- 
hangig ist, in der das Kupfersulfat aufgelést wird, ehe es mit 
der Lésung der anderen Salze gemischt wird —- darauf hindeuten 
kénnte, daB in der Lésung eine Reduktion von Cuprisalz zu 
Cuprosalz vor sich ginge, und da man deshalb annehmen 
kénne, daB sich jedenfalls die Kupferlésung nicht langere Zeit 
unveraénderlich aufbewahren liebe. 


1) A.C. Andersen, Compt. rend. du lab. de Carlsberg 7, 227, 1908; 
diese Zeitschr. 15, 76, 1908. 

2) H. Jessen-Hansen, Compt. rend. du lab. de Carlsberg 7, 218, 
1908; diese Zeitschr. 10, 249, 1908. 
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Eine Entscheidung dieser Frage lieBe sich leicht erzielen, 
wenn man sicher wiiBte, daB die Hydroxylaminlésung bei Auf- 
bewahrung haltbar sei; da dieses jedoch nicht als ganz bestimmt 
gelten konnte, schien es mir am besten, auf die eine oder 
andere Weise auch diese Lésung zu kontrollieren. Da sie auBer 
Hydroxylaminsulfat noch reichliche Mengen Rhodankalium ent- 
halt, 148t der Gehalt von Hydroxylamin sich nicht direkt be- 
stimmen; deshalb habe ich eine reine, wasserige Hydroxylamin- 
lésung als Ausgangsmaterial gewahlt, deren Starke sich zu jeder 
Zeit auf die von Donath') und Meyeringh®*) angewiesene 
Weise bestimmen lat; mein Verfahren war demnach folgendes: 
Ich stellte eine reine wasserige Hydroxylaminsulfatlésung her, die 
in 11 2mal soviel Hydroxylaminsulfat enthielt, als Bang angibt, 
aber kein Rhodankalium, und diese Lésung wurde im Dunkeln 
zusammen mit den Bangschen Lésungen, die ich priifen wollte, 
aufbewahrt. In passenden Zwischenriumen wurde die Starke 
der Hydroxylaminsulfatlésung mittels der Fehlingschen Fliissig- 
keit gepriift; nach einer solchen Bestimmung war es méglich, 
indem man zu einer abgemessenen Portion der Lésung eine 
passende Menge von Rhodankalium und Wasser fiigte, eine 
Bangsche Hydroxylaminlésung der richtigen Starke sich her- 
zustellen; durch Titrierung mit dieser Lésung lieB sich genau 
bestimmen, ob sich die Kupferlésung geandert hatte. Nachdem 
auf diese Weise die Starke der Kupferlésung bestimmt war, 
wurde diese mit der gewéhnlichen Bangschen Hydroxylamin- 
lésung titriert, die fiir die Haltbarkeitsprobe aufbewahrt war. 
Auf diese Weise war es dann méglich, auch diese Lésung zu 
kontrollieren. 

Die Versuche haben sich iiber ca. 1"/, Jahr erstreckt; in dieser 
Zeit hat sich die an einer dunklen Stelle aufbewahrte Bang- 
scbe Hydroxylaminlésung nicht im mindesten geandert, wahrend 
eine Probe, die in einigen Monaten dem Licht ausgesetzt war, 
merklich abgeschwacht wurde. Es zeigte sich dagegen, daB die 
Kupferlésung, sowohl wenn sie an heller, als auch wenn sie an 
dunkler Stelle aufbewahrt wurde — jedoch am meisten im 
ersteren Falle — ziemlich schnell schwacher wurde. Um die 
Bedeutung der Abschwachung zu untersuchen, wurden ab und 


1) Jul. Donath, Ber d. Deutsch. chem. Ges. 10, 766, 1877. 
2) W. Meyeringh, ibid. 10, 1940, 1877. 
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zu Zuckerbestimmungen mit reinen Glucoselésungen unternommen; 
die letzteren wurden durch Auflésen von abgewogenen Mengen 
Glucose in Wasser hergestellt; das Praiparat war im Vakuum 
iiber Schwefelsiure getrocknet und nach der von Kjeldahl’) 
angegebenen Methode analysiert, wobei 99,1°/, Glucose ge- 
funden waren. 


1. Versuchsreihe. 


24. X. 1908. Von einem Hydroxylaminpraparat (Kahlbaum) mit 
93°/, reinem Hydroxylaminsulfat wurden 14,09 g abgewogen und in 
Wasser gelést, die Lésung wurde bis auf 21 verdiinnt. Die Starke 
wurde auf folgende Weise bestimmt: 50 com Fehlingscher Lésung von 
normaler Zusammensetzung wurden unter Durchleiten von Wasser- 
stoff 10 Minuten in kochendem Wasser erwirmt und darauf ohne Unter- 
brechen des Wasserstoffstromes mit 40 com der Hydroxylaminsulfatlésung 
versetzt; nach weiterer 20 Minuten langer Erwirmung wurde das ge- 
bildete Kupferoxydul auf einem gewohnlichen Asbest-Zuckerfilter ab- 
filtriert, mit heiBem Wasser rein gewaschen, dann mit Alkohol und Ather 
gewaschen, getrocknet, durch Gliihen im Wasserstoffstrome reduziert und 
als metallisches Kupfer gewogen. Es wurden 2 Analysen mit je 40 com 
der Hydroxylaminsulfatlésung ausgefiihrt, wodurch 0,4041 bzw. 0,4066 g 
metallisches Kupfer gefunden wurden; da das Hydroxylamin die Fehling- 
sche Lésung nach folgender Gleichung reduziert: 

4Cu0 + 2NH,OH = 2Cu,0 + N,O + 3H,0, 
laBt sich hieraus berechnen, daB 11 der Lésung 6,52 bzw. 6,56 ¢ reines 
Hydroxylaminsulfat enthialt. 

Die Bangsche Hydroxylaminlésung soll nun in 2 1 6,55 g Hydroxy!- 
aminsulfat und 200 g Rhodankalium enthalten; wenn man deshalb 20g 
Rhodankalium in ca. 75 com Wasser lést, 100 ccm der analysierten 
Lésung hinzufiigt und mit Wasser bis zu einem Gesamtvolumen von 
200 ccm verdiinnt, wird man eine Bangsche Lésung von der richtigen 
Zusammensetzung bekommen. Eine solche Lésung wird in dem folgenden 
,die Kontrollésung‘‘ genannt werden. 

Alle die erwahnten Titrierungsresultate sind Mittelzahlen aus Doppel- 
bestimmungen; der Unterschied zwischen den einzelnen Bestimmungen 
betrug ein paar Mal 0,7 com, war jedoch 6fter kleiner, ca. 0,2 bis 0,5 ccm. 

50 com Kupferlésung erforderten bei der Titrierung 50,1 oom 
Kontrollésung. 

50 ccm Kupferlésung erforderten bei der Titrierung 50,0 com der 
Bangschen Hydroxylaminlésung. 

Danach standen dic Lésungen 7 Monate im Dunklen, wonach die 
Untersuchungen auf dieselbe Weise wiederholt wurden. 


1) J. Kjeldahl, Compt. rend. du lab. de Carlsberg 4, 1, 1895; 
Zeitechr. f. anal. Chem. 35, 344, 1896. 
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26. V. 1909. 40 ccm der reinen Hydroxylaminlésung wurden wie 
oben analysiert; dabei wurden 0,4030 bzw. 0,4041 g Kupfer gefunden; 
dieses entspricht einem Gehalt von 6,50 bzw. 6,52 g reinen Hydroxy!.- 
aminsulfats pro Liter, Die Lésung hat sich also nicht geandert, und 
die Kontrollésung wurde deshalb auf dieselbe Weise wie friiher hergestellt. 

50ccm erforderten bei der Titrierung 46,0 ccm Kontrollésung. 
50 ,, oe - 46,8 ,, der Bangschen 
Hydroxylaminlésung. 

Die Lésungen wurden jetzt wieder ins Dunkle hingestellt, jedoch 
wurde von der Kupferlésung eine Probe, A, entnommen, und auf das 
Fensterbrett gestellt, wo sie morgens einige Stunden den Sonnenstrahlen 
ausgesetzt war; simtliche Lésungen standen */, Jahr. 


11. XI. 1909. 40 ccm der reinen Hydroxylaminsulfatlésung gaben 
0,4066 bzw. 0,4060 g Kupfer, das 6,56 bzw. 6,55 g reinem Hydroxylamin- 
sulfat pro Liter entspricht. Die Kontrollésung wurde wie oben hergestellt. 
50 com Kupferlésung erforderten bei der Titrierung 40,4 ccm Kontrollésung. 
50 ,, - ssi ~~“ i 40,7 ,, der Bangschen 

Hydroxylaminlésung. 
50 ,, i A (beleuchtet) erforderten bei der Titrierung 35,8 ccm 
Kontrollésung. 

1,076 g Glucose wurden in Wasser gelést und die Lésung bis auf 
250 com verdiinnt; 10 ccm enthalten alsdann 43 mg Glucose. Bei der 
Titrierung nach der Bangschen Methode wurden in 10 com 53,4 mg 
Glucose gefunden, wenn die im Dunkeln aufbewahrte Kupferlésung ver- 
wendet wurde, und 60 mg bei Verwendung der beleuchteten Lésung. 

Die Lésungen wurden wie friiher hergestellt. 


19. III. 1910. 40 ccm reinerHydroxylaminsulfatlésung gaben 0,4029 
bzw. 0,4047 g Kupfer; dieses entspricht 6,50 bzw. 6,53 g reinen Hydroxyl- 
aminsulfats pro Liter. Die Kontrollésung wurde wie friher hergestellt. 

50 com Kupferlésung erforderten bei der Titrierung 36,4 ccm der 
Kontrollésung. 

” - 37,3 com der 
Bangschen Hydroxylaminlésung. 
” w- ~ A (beleuchtet) erforderten bei der Titrierung 
35,9 com der Kontrollésung. 

1,006 g Glucose wurden inWasser geiést und die Lésung bis auf 250ccm 
verdiinnt; 10 com enthalten alsdann 40,2 mg Glucose. Die Titrierung 
ergab 55,2 mg bei Verwendung der im Dunklen aufbewahrten Liésung 
und 56,5 mg, wenn man die beleuchtete Kupferlésung benutzte. 

Diese Versuchsreihe zeigt deutlich, da8 die Hydroxylamin- 
lésung haltbar ist, wahrend dieses mit der Kupferlésung nicht 
der Fall ist. Als sich gezeigt hatte, daB sich die letztere nach 
dem Verlauf von 7 Monaten sehr geandert hatte, und daB sie 
sich stets bei lingerem Aufbewahren dnderte, wurden Anfang 


50 ” ” 
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November 1909 neue Lésungen hergestellt, von denen die 
Kupferlésung in kiirzeren Zwischenréumen untersucht wurde, 
und zwar um zu ermitteln, wie stark sie sich in den ersten 
Monaten anderte. 


2. Versuchsreihe. 


1l. XI. 1909. 50 ccm Kupferlésung erforderten bei der Titrierung 
49,9 com der Kontrollésung. (Vgl. 1. Versuchsreihe.) 

50 ccm Kupferlésung erforderten bei der Titrierung 50,2 ccm der 
Bangschen Hydroxylaminlésung. 

1,076 g Glucose wurden in Wasser gelést und die Lésung bis auf 
250 cem verdiinnt; davon entsprachen 10 ccm 43,0 mg Glucose. Bei der 
Titrierung nach Bang wurden 43,4 mg gefunden. 

17. XII. 1909. 50 ccm Kupferlésung erforderten 49,8 ccm der 
Bangschen Hydroxylaminlésung. 1,009 g Glucose wurden in Wasser 
gelést und die Lésung bis auf 250 ccm verdiinnt; von diesen enthalten 
also 10 ccm 40,4 mg Glucose. Die Titrierung ergab 40,9 mg. 

16. I. 1910. 50 ccm Kupferlésung erforderten 49,5 com der Bang- 
schen Hydroxylaminlésung. Bei Titrierung von 10 ccm Zuckerlésung mit 
einem Inhalt von 40,0 mg Glucose wurden 40,8 mg vorgefunden. 

14. IL. 1910. 50 ccm Kupferlésung entsprachen 48,7 ecm Hydroxyl- 
aminlésung. Bei Titrierung der 10 com Zuckerlésung mit 44,1 mg Glucose 
fand man 45,5 mg. 

19. ITI. 1910. 50 ccm Kupferlésung erforderten bei der Titrierung 
47,6 ccm der Kontrollésung. (Vgl. 1. Versuchsreihe.) 

50 ccm Kupferlésung erforderten bei der Titrierung 48,0 ccm der 
Bangschen Hydroxylaminlésung. 

1,006 g Glucose wurden in Wasser gelést und die Lésung bis auf 
250 ccm verdiinnt. 10 ccm enthalten alsdann 40,2 mg Glucose. Bei der 
Titrierung fand man 42,2 mg Glucose. 

Wahrend sich die Hydroxylaminlésung haltbar zeigte, wenn man sie 
im Dunklen aufbewahrte, so war dieses nicht mehr der Fall, wenn sie dem 
Lichte ausgesetzt wurde. Im November hatte ich ca. 1/, | in einer durch- 
sichtigen Flasche auf ein Fensterbrett gestellt, und wabrend am 19. III. 
50 ccm Kupferlésung von der im Dunklen aufbewahrten Hydroxylamin- 
lésung 48 ccm erforderten, um umzuschlagen, so muBten von der beleuchteten 
Hydroxylaminlésung 51,3 ccm dazu verwendet werden, trotzdem die 
beiden Lésungen im November dieselbe Starke hatten. Dieses zeigt 
deutlich, da8 die Hydroxylaminlésung nur haltbar ist, wenn sie im 
Dunklen aufbewahrt wird. 


Das Resultat der hier beschriebenen Versuche ist demnach 
kurz folgendes: Die fiir die Bangsche Methode der Zucker- 
bestimmung erforderlichen Titerfliissigkeiten miissen im Dunkeln 
aufbewahrt werden; auch unter diesen Umstanden idndert sich 


indessen die Kupferlésung, indem ihr Gehalt an Cuprisalz sich 
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vermindert, da aber die Hydroxylaminlésung, wie oben erwahnt, 
haltbar ist, so wird man zu jeder Zeit durch eine erneuerte 
Einstellung bestimmen kénnen, um wieviel sich die Kupferlésung 
geindert hat. Nach und nach, wenn die Lésung abgeschwiaht 
wird, geben die Glucosebestimmungen zu hohe Resultate, und 
der Fehler wird desto gréBer, je alter die benutzte Kupferlésung 
ist; der Fehler la8t sich nicht durch Berechnung eliminieren, 
wenn man auch den Titer der Kupferlésung kennt. Wie alt die 
Kupferlésung noch sein darf, hangt deshalb von der verlangten 
Genauigkeit des Resultates ab; bei der Verwendung der Methode 
fiir Harnzuckerbestimmungen kann man ganz ruhig bis 3 Monate 
alte Lésungen benutzen, indem der hierdurch verursachte Fehler 
ganz ohne Bedeutung ist. 


In einer Abhandlung iiber die quantitativen Bestimmungen 
der Glucose des Blutes hat neulich B. Oppler’) einige Kontroll- 
untersuchungen iiber die Bangsche Methode mitgeteilt, und 
ich kann nicht unterlassen, diese zu beriihren. Es werden hier 
einige Doppelbestimmungen angefiihrt, und bei einigen von diesen 
ist bei zwei Analysen derselben Zuckerlésung der Verbrauch an 
Hydroxylaminlésung um mehrere Kubikzentimeter verschieden ; 
einen solchen Unterschied habe ich niemals gefunden, trotzdem 
ich sehr viele Doppelbestimmungen ausgefiihrt habe; ich kann mir 
diese Fehler nur dadurch erklaren, da8 die von Bang gegebenen 
Versuchsbedingungen nicht ganz befolgt worden sind. Wenn 
Oppler findet, daB die am Schlu8 der Titrierung anderer als 
reiner wasseriger Zuckerlésungen auftretende griine Farbe eine 
Hauptschwierigkeit des Verfahrens ist, so muB ich dazu sagen, 
daB dieses Verhalten meiner Meinung nach ein Vorteil ist, weil 
man dann die Hydroxylaminlésung schnell hinzufiigen kann, 
ehe sich die griine Farbe zeigt; wenn dieses erfolgt ist, sind 
nur ganz wenige Kubikzentimeter Hydroxylaminlésung erforder- 
lich, um den Endpunkt der Titrierung zu erreichen. Wenn man 
auf diese Weise titriert, hat man die Zeit vollstandig in seinem 
Belieben, die deshalb keinen Fehler veranlassen kann. 

Weiterhin hebt Oppler hervor, da8 die Hydroxylamin- 
lésung nicht haltbar ist, da sie schon nach 3 Wochen einen 


1) B.Oppler, Zeitschr. f. physiol. Chem. 64, 393, 1910. 
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geringen Bodensatz ablagert und gleichzeitig anfangt, schwach 
nach Schwefelwasserstoff zu riechen. Ich habe oft Gelegen- 
heit gehabt, diese Erscheinung zu beobachten; es hat sich 
aber gezeigt, daS sie gar keinen EinfluB8 auf den Titer 
der Lésung ausiibt; sie ist deshalb wahrscheinlich einem geringen 
Zerfall des anwesenden Rhodankaliums zuzuschreiben. Was 
die Bertrandsche Methode betrifft, kann ich in allem darauf 
hinweisen, was ich friiher iiber diese Methode geschrieben habe. 
Betreffend Opplers Bemerkungen zu meinen Einwendungen 
gegen die Methode sei nur angefiihrt, da8 ich natiirlich keinen 
Augenblick — wie Oppler zu meinen scheint — daran gedacht 
habe, die Reduktion ohne Zutritt von Luft auszufiihren und 
trotzdem das Resultat nach den Bertrandschen Tabellen zu 
berechnen. Wenn man die Operationen ohne Zutritt von Luft 
ausfiihren will — und dieses meine ich immer noch wire das 
richtigste —, so muB8 man natiirlicherweise hier ebenso wie bei 
den Zuckerbestimmungen nach Kjeldahl neue Tabellen aus- 
arbeiten. 

Ich kann schlieBlich nicht unerwahnt lassen, daB die ge- 
naueste Methode fiir Zuckerbestimmungen die von Kjeldah|’) 


ausgearbeitete ist, daB aber die Bangsche Methode ihrer leichten 
Ausfiihrbarkeit wegen vortreffliche Dienste leisten kann, be- 
sonders wenn von vergleichenden Untersuchungen die Rede ist. 


Nachdem obiges geschrieben war, hat C. Neuberg®*) eine 
Reihe von kleineren Mitteilungen verschiedenen Inhalts verdffent- 
licht, von denen eine die Verwendung von Bleiacetat oder 
Mercurinitrat als Klarungs- und Entfarbungsmittel des Harns 
behandelt. Neuberg bespricht in diesem Zusammenhang nur 
die polarimetrische Bestimmung und gibt hier als Resultat an, 
da8 fiir gewéhnliche Zuckerharne die Entfarbung mit Blei- 
acetat vollig ausreicht. 

In einer Abhandlung*) habe ich in dieser Zeitschrift vor 
anderthalb Jahren dieselbe Frage behandelt und durch eine Reihe 
von Analysen zuckerhaltiger Harne ebenfalls gezeigt, daB man bei 


1) J. Kjeldahl, 1. c. 
2) C. Neuberg, diese Zeitschr. 24, 423, 1910. 
8) A.C. Andersen, L c. 
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polarimetrischen Zuckerbestimmungen ungefahr dasselbe Resultat 
bekommt, sei es, daB der Harn mit Bleiacetat oder mit Mercuri- 
nitrat geklart ist; dasselbe gilt auch fiir die Bestimmungen 
mittels alkalischer Kupferlésungen, obwohl hier das Mercurinitrat 
richtigere Resultate gibt, weil etwas mehr von den normalen 
reduzierenden Harnbestandteilen durch Mercurinitrat als durch 
Bleiacetat gefaillt wird. Der Hauptvorteil des Mercurinitrats 
liegt darin, daB man fast immer védllig klare und farblose 
Lésungen bekommt, auch wenn der Harn sehr dunkel gefarbt 
ist (z. B. durch die Anwesenheit von Blut- oder Gallenfarb- 
stoffen); dabei ist die Anwendung desselben nicht so umstand- 
lich, wie es nach den Angaben Denigés’ aussieht, — so fordert 
z. B. die Entquecksilberung nicht 1 Stunde, sondern ist immer 
nach 10 Minuten beendet. DaB die ,,notwendigen groBen Harn- 
mengen“, die man benutzen mu8, das Verfahren unbequem 
machen sollten, kann ich mir nicht vorstellen, denn 50 ccm 
Harn reichen vdollig aus. 

Bei Anwendung des Mercurinitrats wird der Harn bis auf 
das doppelte Volumen verdiinnt, indem 50 ccm Harn mit 25 ccm 
der Quecksilberlésung versetzt werden und das Ganze danach 
mit 10°/,iger Natronlauge neutralisiert und mit Wasser bis 
auf 100 ccm verdiinnt wird. Um die Neutralisation und die 
Verdiinnung zu umgehen, schlagt Neuberg vor, gegebenenfalls 
statt Mercurinitrat Mercuriacetat zu benutzen, da dieses sich 
genau wie Bleiacetat ohne weiteres in fester Form verwenden 
1aBt; dies diirfte eine wesentliche Verbesserung sein. 
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Bestimmung von Ammoniak und Harnstoff im Blut. 
Von 
C. G. L. Wolf und Mec Kim Marriot. 


(Aus dem chemischen Laboratorium der Cornell Univers. Medical College 
New York City.) 


(Eingegangen am 29. April 1910.) 


Die Bestimmung von Ammoniak und Harnstoff im Blut 
bildet die Grundlage fiir eine Reihe von Fragen des inter- 
mediaren Stickstoffumsatzes. Da es unsere Absicht war, altere 
Angaben zu kontrollieren, haben wir uns entschlossen, die 
Methoden der friiheren Autoren anzuwenden und sie mdglichst 
so zu modifizieren, daB sie an Bequemlichkeit und Genauigkeit 
gewannen. Im Verlaufe unserer Untersuchung gelangten wir 
zu einem Verfahren, das die Bestimmung von Ammoniak und 
Harnstoff in derselben Blutprobe gestattet. Dies ist, so weit 
wir sehen, bisher nicht mdglich gewesen. Die angewandten 
Ausfiihrungen sind nicht neu, aber die Art der Anstellung er- 
hoht ihre Genauigkeit. 

Zur Bestimmung von Ammoniak in Blut und Geweben 
sind bisher zwei Methoden in Gebrauch; einmal das Schlésing- 
sche Verfahren, das sehr unbefriedigende Ergebnisse liefert, 
zweitens die Methode von Nencki und Zaleski’), bei der 
das Blut mit Alkalizusatz im Vakuum destilliert wird. Dies 
letzte Verfahren wird von Beccari*) mit der Modifikation be- 
nutzt, das Blut Tropfen fiir Tropfen in den Destillationskolben 
fallen zu lassen; Beccari wendet kein Alkali an, und findet 
infolgedessen niedrigere Werte als Nencki und die Benutzer 
seiner Methode. 


1) Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 87, 26. 
2) Biochem. Centralbl. 5, 460, 1906. 
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Das Nenckische Verfahren wurde verbessert durch Zu- 
gabe von Methyl- oder Athylalkohol, die den Siedepunkt der 
Blutfliissigkeit erniedrigen, und durch einen Zusatz von Natrium- 
carbonat sowie Kochsalz. Dies letzte Verfahren hat jiingst 
Grafe') auf Thierfelders Veranlassung angewandt. 

Unser Verfahren ist in vieler Hinsicht dem von Grafe 
und dem von Shaffer*) zur Bestimmung von Ammoniak im 
Harne dhnolich. 

Vor der Ermittlung von Ammoniak und Harnstoff im Blut 
miissen die anderen stickstoffhaltigen Substanzen so weit wie 
moglich entfernt werden. Wir erreichen dies in folgender Weise: 

Das Blut wird durch heftiges Schlagen defibriniert, dann 
durch Glaswolle und schlieBlich durch Leinentuch filtriert. Zu 
100 ccm dieses Blutes setzt man 50 ccm gesiattigte Chlornatrium- 
lésung und dann unter dauerndem Riihren 250 ccm Methyl- 
alkohol. Zum SchluB hat man einen k6rnigen roten Nieder- 
schlag. Die Filiissigkeit wird dann durch einen von Lében- 
schen Drucktrichter filtriert. Man erhalt 200 ccm klares, schwach 
gelbliches Filtrat, das beim Erhitzen mit Essigséure keinen 
Niederschlag gibt. Beim Stehen im Eisschrank fallt in der 
Regel ein geringer braunlicher Niederschlag aus, der abfiltriert 
wird. In einer Reihe Gesamtstickstoffbestimmungen des Fil- 
trates fanden wir 0,08 g Stickstoff fiir 100 ccm urspriingliches 
Blut. Dieses Filtrat wurde fiir die Ammoniak- und Harnstoff- 
bestimmung benutzt. 

Fiir die Ammoniakbestimmung wurden 100 ccm des in der 
angegebenen Weise gewonnenen Filtrates in einen 500 ccm-Kjel- 
dahlkolben gebracht, der einen modifizierten Hempelschen 
Aufsatz trug. Nach Zusatz von 10 ccm 2 n-Sodalésung wurde 
der Kolben in ein Wasserbad gesenkt. Vor dem Evakuieren 
wurden einige Bimssteinstiickchen zugesetzt. Das Destillat wurde 
in zwei Drechselschen Flaschen aufgefangen, die zusammen 
25 ccm ®/,,-Schwefelsaéure enthielten und mit kaltem Wasser 
gekiihlt wurden. Eine dritte Drechselsche Waschflasche war 
zur Sicherheit zwischengeschaltet und stand mit der Wasser- 
strahlpumpe in Verbindung. Die Destillation dauerte bei 40 
bis 50° 40 Minuten. Der gréBte Teil des Alkohols destilliert 


2) Zeitschr. f. physiol. Chem. 48, 300, 1906. 
2) Amer. Journ. of Physiol. 8, 330, 1903. 
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ab. Der Inhalt beider Vorlagen wird vereint, zur Austreibung 
der Kohlensaéure einige Minuten im Sieden erhalten und mit 
Natronlauge*) mit alizarinsulfosaurem Natrium als Indicator 
titriert. Wir fanden, da8 durch Zusatz von mehr Alkohol oder 
Wasser und nochmalige Destillation des Kjeldahlkolbeninhaltes 
bei 60° kein Ammoniak weiter abgegeben wird, selbst wenn 
die Lésungen erheblich Harnstoff enthalten. 

Der Riickstand im Kjeldahlkolben diente zur Harnstoff- 
bestimmung. Wir wandten zwei Methoden an, die Spaltung 
durch Chlormagnesium nach Folin oder die durch Phosphor- 
siure nach Pfliiger-Schéndorf. 

Bei dem ersten Verfahren wird der Kjeldahlkolbeninhalt in 
einen 250 ccm-Erlenmeyerkolben iiberfiihrt und mit 5 ccm 
5 n-Salzsaéure angesduert ; dann setzt man 20 g Maznesiumchlorid, 
ein kleines Stiick Paraffin und einige Tropfen alizarinsulfosaures 
Natron hinzu. Der Kolben wird mit einem Folinschen Kon- 
densator versehen und auf einer elektrischen Heizplatte bei 
niederer Temperatur erhitzt, bis der Kolbeninhalt ungefahr 50 ccm 
betrigt. Die im Folinschen Kondensator sich ansammelnde 
Fliissigkeit wird sorgfaltig herausgespiilt und in den spater zu 
benutzenden Destillationskolben getan. Der Kolben wird dann 
auf der elektrischen Heizplatte 2 Stunden lang héher erhitzt, 
doch so, daB der Inhalt nicht zur vd6lligen Trockenheit ein- 
geengt wird. Der Riickstand wird in einen Kjeldahlkolben iiber- 
gefiihrt, mit 15 ccm 20°/,iger Natronlauge versetzt und unter 
Vorlegung von %/;,-Schwefelsiure destilliert. Das Destillat 
wurde zum Sieden erhitzt, abgekiihlt und mit 4/,,-atzalkalifreiem 
Natriumcarbonat titriert. Fir den geringen Ammoniakgehalt 
der Reagenzien wurden Korrekturen angebracht. 

Bei der zweiten Harnstoffbestimmungsmethode wurden 10 g 
Phosphorséure in Stangen zu dem Kjeldahlkolbeninhalt gefiigt, 
der bei der Ammoniakdestillation zuriickgeblieben war. Der 
Kolben wurde dann 5 Stunden lang im Luftbade auf 150 bis 
170 g erhitzt. Der Kolben wurde abgekihlt, sein Inhalt in 
warmem Wasser gelést, mit Natronlauge alkalisch gemacht, 
destilliert und wie vorher titriert. 


1) Die Natronlauge war aus metallischem Natrium hergestellt und 
wurde zur Fernhaltung von Kohlensiure in einer paraffinierten Flasche 
mit Natronkalkverschlu8 aufbewahrt. 
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Die Resultate waren folgende: 

Versuch 1. Zu zwei Portionen & 100 ccm defibrinierten Blutes 
wurden 0,10 g Harnstoff und 0,05 g Chlorammonium gefiigt. Zu zwei 
anderen Portionen desselben Blutes — iiberall frisches Rinderblut — 
wurde nichts zugesetzt. Die Proben wurden dann in der angegebenen 
Weise analysiert, der Harnstoff nach Folin. Uberall wurden Doppel- 
bestimmungen ausgefiibrt. 


Tabelle I. 


100 ccm Rinderblut -+- 50 com gesittigte Kochsalzlésung +- 250 com 
Methylalkohol; 100 ccm des Filtrates — 25 ccm Blut dienten zur Be- 
stimmung. 





“Ver- '2/,5-HSO, ®/,5-NaOH | r . NH,-Stickstof 
such pom | oma | Korrektur | Differenz |in 100 com Biut 








os i oe io | 0,0027 
25,0 | 223 0,3 2,4  0,0027 
25,0 | 225 0,3 2,2  0,0025 
25,0 25 | o8 | 22 0,0025 


Tabelle II. 
100 ccm desselben Rinderblutes -++- 50 com gesattigter NaCl-Lésung 


-+- 250 ccm Methylalkohol +- 0,05 g Ammoniumchlorid +- 0,10 g Harn- 
stoff; 100 com Filtrat — 25 com Blut. 








Ver- |*/,,-H,SO, "/,,-NaOH Korrek-| Diffe- | NHs-Stick-| | Diffe. 
—_ | “com ghee | tur | rene jose Bit pen| Te 


25,0 | 0,0039 

25,0 , | 0,0039 0, 
25,0 , | 0,0039 | 0,0005 
25,0 21,9 0,3 ' 0,0039 | 0,0007 


Tabelle IIL. 
Blutriickstand (der Tabelle I) nach Folins Methode hydrolysiert. 














Ver- | */so°-H,S0, | hee | Korrektur Differenz bony ty 











142 | 4,4 | 6,4 0,0074 


13,8 4,4 


Tabelle IV. 


Riickstand von Blut (der Tabelle II), nach Folins Methode hydro- 
lysiert. 


6,8 0,0078 








®/4-H,SO, |/5o-NaOH Korrek-| Diffe- | Harnstoff-N| | Diffe- 
coma . oom | tur | en |= et gamer renz 


1000 | 486 | 4,4 | 47,0 | 0,054 | 0,0536 | 0,0004 
100.0 | 49,7 | 44 | 45,9 | 0,053 | 0,0536 | 0,0006 
100,0 52,6 | 4,4 | 43,0 | 0,049 | 0,0536 | 0,0046 


100.0 | 51,5 | 44 | 44,1 | 0,051 0,0536 | 0,0026 
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Versuch 2, Zu je zwei Proben & 100 ccm Rinderblut wurden 
0,0095 g Chlorammonium und 0,03 g Harnstoff gesetzt; zu zwei anderen 
Proben desselben Blutes wurde nichts hinzugefiigt. 


Tabelle V. 
100 cem Rinderblut + 50 cem NaCl-Lésung + 250 cem Methylalkohol ; 
100 ccm Filtrat 25,0 ccm Blut. 





®/,7H.SO n/..-NaQH > . NH ic 
50°42 4 50 ~~ . NH, -Stickstoff 
pom. pon Korrektur Differenz in 160 com Blut 


25,0 23,2 0,5 4 0,0015 
25,0 23;3 0,5 2 0,0014 
25,0 23,3 0,5 0,0015 
25,0 23,3 0.5 a 0,0015 
Tabelle VI. 

Dasselbe Blut (der Tabelle V) -- 0,0095 g Ammoniumchlorid + 0,03 g 
Harnstoff + 50 com Chlornatriumlésung 250 ccm Methylalkoho! ; 
100 ccm Filtrat 25 cem Blut. 








Ter- |*/,,-H,SO, "/,o-Ne - Diffe- ,. NH- iffe- 
Ver- | °/so-H2SO, "/;9-NaOH Korrek- Diffe- ..,1Me, Berechnet | Diffe 
such ecm tur renZ 100cem Blut renz 


25,0 ; 0,5 3,4 0,0039 0,0039 —0,0000 
25,0 0,5 3,4 0,0039 0,00389 = 0,0000 
25,0 ; 0,5 3,4 0,0039 0,0039 0,0000 
25,0 , 0,5 3,3 0,0038 0,0039 | 0,0001 


Tabelle Vila. 
Riickstand des Vorangehenden, mit H,PO, hydrolysiert: 








Harnstoff-N in 
100 cem Blut 


Ver- | */,,-H,SO, | */s-NaOH 
ccm 


Korrektur Differenz 
such ecm 





1 25,0 13,9 0,9 10,2 0,012 
2 25,0 13,9 0,9 10,2 0,012 
3 25,0 14,0 0,9 10,1 0,012 


Tabelle VII. 
Das gleiche Rinderblut (der Tabelle VI u. VI a) +- 0,0095 g Ammonium- 


chlorid +- 0,03 g Harnstoff -+- 50 ccm gesittigter NaCl-Liésung + 250 ccm 
Methylalkohol; 100 ccm Filtrat — 25 com Blut. 





stoff in 
ecm tur renz i00ecmBlut Technet | renz 


Ver- »/. -H,SO, |"/,9-NaOH Korrek- Diffe- NHs-Stick-| Be- Diffe- 


such com 


25,0 18,0 0,5 6,5 0,0075 0,00735 | 0,00015 
25,0 18,0 0,5 6,5 0,0075 0,00735 | 0,00015 
25,0 18,1 0,5 6,4 0,0074 0,00735 0,00005 
25,0 18,1 0,5 6,4 0,0074 | 0,00735 0,00005 

Versuch 3. Andere Blutproben, aber dieselben Mengen Chlor- 
ammonium und Harnstoff wie bei Versuch 2. Harnstoffbestimmung nach 


der Phosphorsiuremethode. 
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Tabelle VIII. 


100 ccm normales Rinderblut + 50 ccm gesittigter Kochsalzlésung 
250 ccm Methylalkohol; 100 ccm Filtrat — 25 cem Blut. 





Ver- "/59°H,SO, */59-NaOH P nae . NH, -Stickstoff 
pater om pa Korrektur Differenz in 100 cem Blut 


25,0 20,3 0,5 0,0048 
25,0 20,3 0,5 * 0,0048 
25,0 20,2 0,5 0,0049 
25,0 20,2 0,5 0,0049 


Tabelle VIIla. 
Riickstand des Materials von Tabelle VII mit H,PO, hydrolysiert. 








Tor. |2/. -HSO, |2/..N - -. Diffe. Harnstoff-N or 
Ver- | "/so-H,SO, */5>NaOH Korrek- Diffe- {™Tyo°cm Berechnet Difle 
such ccm ecm | tur renz Blut renz 


25,0 5,0 0,9 19,1 0,022 0,026 0,004 
25,0 4,8 0,9 19,3 0,022 0,026 0,004 
25,0 5,0 0,9 19,1 0,022 0,026 0,004 
25,0 4,5 0,9 19,6 0,022 0,026 0,004 

Versuch 4. Wiederholung des Versuches 3 mit demselben Blut, 
aber unter Zugabe von 0,2 g Glykokoll. 


Tabelle IX. 
100 ccm desselben Blutes (wie Tabelle VIII) + 0,2 g Glykokoll 
+. 50 com gesittigter NaCl-Lésung -++- 250 ccm Methylalkohol; 100 ccm 
Filtrat — 25 ccm Blut. 








Ver- | "/s9-H,SO, °/,9-NaOH Korrek- Diffe- a. in| Be- | Diffe- 
such ecm ccm tur renZ 100cem Blut Technet | renz 


1 25,0 20,2 0,5 4,3 0,0049 | 0,00485 | 0,00005 
2 25,0 20,3 0,5 4,2 0,0049  0,00485 | 0,00005 


Riickstand des Voraufgehenden, mit H,PO, hydrolysiert. 





Ver- |*/;9-H,SO, ®/,9-NaOH Korrek- Diffe- —, Be- Diffe- 
such com ecm tur renz Blut rechnet | renz 


1 25,0 10,8 0,9 13,3 0,015 0,012 0,003 
2 25,0 11,4 0,9 12,7 0,015 0,012 0,003 





Die Tabelle zeigt, daB Glykokoll bei der Ammoniakbestim- 
mung iiberhaupt nicht, und bei der Harnstoffbestimmung mittels 
Phosphorséure nur in Spuren zersetzt wird. 

Zusammenfassung: Die beschriebene Methode erméglicht 
die Bestimmung des Ammoniaks im Blut mit betrachtlicher 
Genauigkeit. Die Resultate fiir Harnstoff sind nicht ganz so 
befriedigend, wahrscheinlich infolge Bildung von Huminsub- 
stanzen, die eine vollkommenen Hydrolyse verhindern. 





Uber eine Antiprotease im HefepreBsaft. 
Von 
Eduard Buchner und Hugo Haehn. 


(Aus dem chemischen Institut der Universitat Breslau.) 


(Eingegangen am 15. April 1910.) 


AuBer den Agenzien, welche die Spaltung des Zucker- 
molekiiles wahrscheinlich tiber Zwischenprodukte hinweg, in 
Alkohol und Kohlendioxyd bewirken und in der folgenden 
Abhandlung wieder unter dem Sammelnamen Zymase zu- 
sammengefaBt werden sollen,') bedarf es zur Einleitung des 
Girungsvorganges noch der Gegenwart eines besonderen Hilfs- 
stoffes, des sog. Ko-Enzyms.*) Diese letztere Substanz ist 
dialysabel und im Gegensatz zu den eigentlichen Enzymen 
ziemlich kochfest, so daB sie sich in Kochsaft, durch Ausziehen 
von Hefe mit siedendem Wasser oder durch Aufkochen von 
frischem HefepreBsaft gewonnen, noch unverandert vorfindet; 
vermutlich stellt sie einen organischen Phosphorsdureester vor. 
Der Umfang der Giarwirkung eines PrefSsaftes wird auBerdem 
durch den Gehalt an Endotryptase*), einem Enzym, das die 
Zymase durch Verdauung zerstért,*) reguliert. 

In unserer letzten Mitteilung®) wurde gezeigt, daB beim 
einfachen Lagern des HefepreBsaftes, wobei derselbe seine Gar- 
wirkung verliert, zuerst das Ko-Enzym verschwindet, wahr- 
scheinlich unter dem EinfluB von Lipasen des PreBsaftes, 


1) Vgl. diese Zeitschr. 19, 191, 1909. 
2) A. Harden und W. Young, Die Literaturstellen sind zitiert: 
Diese Zeitschr. 8, 520, 522, 1908. 
3) M. Hahn, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 31, 200, 1898. 
4) E. Buchner, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 30, 1111, 1897. 
5) Buchner und Haehn, diese Zeitschr. 19, 191, 1909. 
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waihrend die Zymase selbst anfangs noch erhalten bleibt. 
Solchen Saft kann man durch Kochsaftzusatz regenerieren, 
d. h. von neuem zur Zuckervergirung fahig machen. Ver- 
zogert sich aber der Kochsaftzusatz zu lange, so ist auch die 
Zymase zerstért; die Zugabe bleibt dann ohne Wirkung. Fiigt 
man andrerseits zu PreBsaft von vornherein Kochsaft, so erhilt 
sich die Girwirkung mehrere Tage sehr vollstaéndig. Der Koch- 
saft schiitzt demnach die Zymase vor dem verderblichen Ein- 
flu8 des proteolytischen Enzyms. 

Im folgenden beschriebene Versuche haben nun ergeben, 
da8 der Kochsaft nicht nur die Zymase, sondern auch die 
gerinnbaren EiweiSkérper des PreBsaftes vor dem Abbau durci: 
die Endotryptase bewahrt (Tabelle I), daB er ferner Gelatine 
vor der Verfliissigung durch die Endotryptase des PreBsaftes 
schiitzt (Tabelle II) und da8 er endlich auch das Casein der 
Milch trotz Zusatz von Tryptase einige Zeit hindurch unverdaut 
erhalt (Tabelle III). Der Kochsaft konserviert also die Zymase, 
die gerinnbaren EiweiBkérper des HefepreBsaftes, die Gelatine 
und das Milchcasein. Diese Stoffe gehéren somit einer Gruppe 
an, da sie sich &hnlich verhalten. Die Zymase ist demnach 
mit groBer Wahrscheinlichkeit der Klasse der Proteinstoffe zu- 
zurechnen. 

Wie sich weiter zeigte, schiitzt der Hefekochsaft Gelatine 
nicht nur gegen die Endotryptase des HefepreBsaftes, sondern 
auch gegen Verfliissigung durch Pepsinase’) und Tryptase 
(Tabelle IV). Es handelt sich demnach nicht um die Gegen- 
wart eines spezifischen Schutzstoffes gegen Endotryptase, sondern 
allgemein gegen proteolytische Enzyme. 

Unsere friihere einfachste Vermutung, daB die konservierende 
Wirkung des Kochsaftes fiir Zymase auf den Gehalt an Ko- 
Enzym zuriickzufiihren sei,*) 148t sich somit nicht linger auf- 
recht erhalten. Man wird vielmehr zur Annahme eines 


1) Als Peptasen sollen nach einem Vorschlag von E. Abderhalden 
und C. Oppenheimer (vgl. des letzteren Lehrbuch ,Die Fermente“, 
2, 3. Aufl., 120 Anm., 122 Anm., 1909) in Zukunft nur mehr speziell 
die Pepton spaltenden Enzyme bezeichnet werden, wogegen die pepsin- 
aéhniichen Agenzien des Tier- und Pflanzenkérpers Pepsinasen genannt 
werden. 

®) Diese Zeitschr. 19, 196, 193, 1909. 
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besonderen Schutzstoffes gegen verdauende Einfliisse 
im Kochsaft genétigt, der als Antiprotease bezeichnet sei. 

Ausfiihrliche Versuche haben gezeigt, daB man das Ko- 
Enzym des Kochsaftes zerstéren kann, ohne die Antiprotease 
zu vernichten. Es gelingt dies zunichst durch mehrstiindiges 
Kochen am RiickfluBkihler; der so behandelte Kochsaft ver- 
mag sog. ausgegorenen HefepreBsaft, der nach Ausiibung der 
Garwirkung auf Zucker unwirksam geworden ist, nicht mehr 
zu regenerieren, da das Ko-Enzym fehlt; dagegen zeigt er 
noch Schutzwirkung fiir Gelatine (Tabelle V) und fiir die 
Zymase des lagernden Pref'saftes (Tabelle VI). Abnliches laft 
sich durch Erhitzen des Kochsaftes mit verdiinnter Schwefel- 
saure (Tabelle VII) oder durch Behandeln mit Potasche bei 
37° (zweiter Teil der Tabelle IX) erreichen, wobei das Ko-Enzym 
fast vollig verschwindet, wahrend die Antiprotease in giinstigen 
Fallen gré8tenteils erhalten bleibt. 

Trennungsversuche der Antiprotease und des Ko-Enzyms 
durch Auskochen der pulverigen Alkohol-Ather-Fallung des 
Kochsaftes mit Methylalkohol sind vorlaufig ohne Ergebnis ge- 
blieben; der unlésliche Riickstand enthielt die beiden Substanzen 
(Tabelle VIII). Ebenso hat sich gezeigt, daB Ricinuslipase 
sowohl Ko-Enzym als Antiprotease zerstért (Tabelle [X); letztere 
diirfte daher derselben Kérpergruppe angehéren wie das Ko- 
Enzym. Beide Substanzen, Hilfsstoffe zur Regelung der 
Enzymwirkung in den Hefezellen, die aber im Gegensatz 
zu den eigentlichen Enzymen thermostabil oder kochfest sind, 
werden durch Lipasen leicht verandert. 

Die Verfliissigung der Gelatine durch Endotryptase wird 
durch erhebliche Zusaétze von Essigsiure gehindert (s. Tab. X), 
wie man aus den Feststellungen von M. Hahn’) schon ver- 
muten konnte. DaB es sich aber bei der antiproteolytischen 
Wirkung des Kochsaftes nicht etwa nur um die schwach saure 
Reaktion desselben handelt, beweisen besondere Versuche, welche 
die hemmende Wirkung von neutralisiertem Kochsaft auf Endo- 
tryptase feststellen (s. Tabelle XI). 

Uber die chemische Natur des antiproteolytischen Agens 
geben tastende Versuche einigen Anhalt, ausgefiihrt mit Koch- 


1) M. Hahn und L. Geret, Zeitschr. f. Biol. 40, 117. — E. und H. 
Buchner und M. Hahn, Die Zymasegirung, 1903, S. 318. 
6° 
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saftfallung, die natiirlich neben der Antiprotease noch das Ko- 
Enzym und jedenfalls sehr viele andere Stoffe enthalt. Nach- 
gewiesen wurde Phosphorsdure, dann eine Pentose, urspriinglich 
wohl nicht als solche vorhanden, aber nach dem Kochen mit 
verdiinnter Schwefelsiure durch Furolreaktionen des Destillates 
sich verratend, endlich Aminoséuren, erkannt bisher allerdings 
nur durch den Aldehydgeruch, der beim Erwarmen mit stark 
alkalischer Hypochloritlésung nach K. Langheld') auftritt. 
EiweiBreaktionen verliefen dagegen negativ. 

Aminosauren diirften nach unseren vorliufigen Versuchen 
kaum das Agens vorstellen. Durch Zusatz von Alanin, Leucin 
oder Tyrosin konnte weder die Verfliissigung der Gelatine durch 
Endotryptaselésung verzégert (Tabelle XII), noch die Zymase 
im lagernden PreBsaft konserviert werden (Tabelle XIII). Da 
die wirksamen Stoffe der Kochsaftfillung, wie wir uns iiber- 
zeugten, durch Glihen zerstért und durch Uberhitzen mit 
Wasser unter Druck nach besonderen Versuchen vernichtet 
werden (s. Tabelle XIV), so scheint es sich um einen organischen, 
verseifbaren, esterahnlichen Stoff zu handeln, womit das schon 
besprochene Verhalten gegen Lipasen iibereinstimmt. 

Die Antiprotease entsteht nicht erst bei der Herstellung 
des Kochsaftes aus der Hefe, also durch Einwirkung von 
Wasser bei Siedetemperatur. Sie konnte vielmehr im kalt 
bereiteten und dann im Vakuum eingedampften wisserigen 
Auszug aus Acetondauerhefe, welche die Inhaltsstoffe der 
lebenden Zellen méglichst unverandert enthalt, nachgewiesen 
werden (Tabelle XV). Die Antiprotease spielt daher wahr- 
scheinlich eine hervorragende Rolle im Leben der 
Hefe, da sie die Verdauungsvorgange regelt. 

Endlich waren wir noch bestrebt, Aufschlu8 iiber die 
Wirkungsweise der Antiprotease zu gewinnen. Wirkt sie 
schiitzend auf Gelatine, indem sie sich mit der Endotryptase, 
dem verfliissigenden Agens, verbindet? Nach den Versuchen 
der Tabelle XVII gelingt es nicht, durch Aufschichten einer 
Endotryptaselésung auf Kochsaft-Gelatine nachweisbare Anteile 
des proteolytischen Agens herauszunehmen; die nach ein bis 
zwei Wochen wieder abgegossene Lésung hat noch die urspriing- 


1) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 52, 2360, 1909. 
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liche verfliissigende Wirkung auf Gelatine. Der schiitzende 
Einflu8 der Antiprotease scheint somit eher durch eine Bindung 
zwischen Antiprotease und Gelatine zustande zu kommen, eine 
Vorstellung, die noch dadurch an Wabhrscheinlichkeit gewinnt, 
daB, wie schon oben erwahnt, der Schutz nicht nur gegen Endo- 
tryptase, sondern auch gegen Pepsinase und Tryptase erfolgt. 

Die Ergebnisse in ihrer Gesamtheit zwingen da 
zu, in der Hefezelle ein neues hypothetisches Agens, 
die Antiprotease, anzunehmen. Leider sind eben unsere 
Kenntnisse noch nicht so weit vorgeschritten, daf eine Verein- 
fachung der Vorstellungen, gewi8 das erstrebenswerte Ziel, 
moéglich ware. 

Die Ausfiihrung der Versuche ist uns durch Lieferung aus- 
gezeichneter untergiriger Bierhefe durch die Haase-Brauerei 
in Breslau sehr erleichtert worden, wofiir wir Herrn Geh. 
Kommerzienrat E. Haase auch hier unsern Dank zum Aus- 
druck bringen. 


Experimentelles, 


Die Darstellung des fiir die Versuche verwendeten Koch- 
saftes aus Hefe wurde stets nach den friiheren Angaben be- 
werkstelligt.*) In den meisten Fallen kam konzentrierter Koch- 
saft, d.h. im Vakuum bei 30° auf ein Viertel seines Volumens 
eingedampfter Kochsaft zur Verwendung. Die Garkraftbestim- 
mungen wurden in der schon mehrmals erwahnten Weise’) 
auf gewichtsanalytischem Wege ausgefiihrt. Die Versuchstempe- 
ratur war immer 22°. 


Konservierung der Zymase und des koagulierbaren 
EiweiBes durch Kochsaft. 


Die Tabelle I gibt 3 Versuche wieder, von denen die 
beiden ersten mit Berliner, der dritte mit Breslauer unter- 
gariger Bierhefe unter den gleichen Ergebnissen angestellt sind. 
Die linke Hialfte der Tabelle zeigt, daB die Zymase beim 
Lagern des PreBsaftes bei 22° verschwindet, aber durch Koch- 
saftzusatz erhalten werden kann. Mit Kochsaft aufbewahrter 
PreBsaft besitzt nach einem bzw. einigen Tagen auf Zucker- 


1) Diese Zeitschr. 19, 198, 1909. 
2) Ebenda, S. 197. 
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zusatz noch Garwirkung, die nach mehrtagigem Lagern durch 
von neuem wiederholten Kochsaftzusatz wesentlich erhéht wird 
(Hauptversuche). Dagegen zeigt ohne Kochsaft lagernder PreB- 
saft (Kontrollversuche) schon nach 1 Tag keine Garwirkung 
mehr und 1a8t sich auch durch nachtraglichen Kochsaftzusatz 
nicht mehr regenerieren; es fehlt eben die Zymase. Diese Er- 
gebnisse stehen in Ubereinstimmung mit friiheren Versuchen.') 

Die rechte Hialfte der Tabelle bringt nun das Neue, 
nimlich die Beweise fiir die Eigenschaft des Kochsaftes, beim 
Lagern mit PreBsaft die gerinnbaren EiweiBkérper des letzteren 
vor Verdauung zu schiitzen. In den Hauptversuchen wurde 
frischer PreSsaft mit dem gleichen Volumen normalen, d. h. nicht 
konzentrierten Kochsaftes bei 22° gelagert und in der unten 
naher zu beschreibenden Weise bei Beginn des Versuches und 
nach gewissen Zwischenraumen die Menge des gerinnbaren 
EiweiBes quantitativ bestimmt. Es zeigte sich, daB nach 1 bis 
3 Tagen noch kaum eine Verminderung der koagulierbaren 
KiweiBkérper festzustellen ist, wogegen nach 7 Tagen bereits 
eine sehr deutliche Abnahme und nach etwa 2 Wochen ein 
fast vollstandiges Verschwinden der gerinnbaren Stoffe bemerk- 
bar werden. Der Kochsaftzusatz verleiht somit zeitweiligen 
Schutz gegen die verdauende Wirkung der Endotryptase, keinen 
dauernden, weil nach den einschlagigen Versuchen (Tabelle IX) 
die Antiprotease des Kochsaftes selbst der Zerstérung durch 
Lipasen und wohl auch durch die Lipasen des PreBsaftes an- 
heimfallt. Bei den Kontrollversuchen lagerte dagegen der Pref- 
saft nur mit 1 Vol. Wasser verdiinnt. Hier war schon nach 
1 bis 2 Tagen eine sehr deutliche Abnahme des gerinnbaren 
EiweiBes eingetreten und nach etwa 1 Woche ein beinahe voll- 
standiges Verschwinden. In der letzten Spalte der Tabelle sind 
die Unterschiede in der Menge des Koagulates bei den Haupt- 
und den Kontrollversuchen zusammengestellt. Kleine Gewichts- 
differenzen finden sich schon beim Aufkochen der eben her- 
gestellten Gemische einerseits von PreBsaft und Kochsaft, 
andrerseits von PreSsaft und Wasser. Da die Fillung bei 
Gegenwart von Kochsaft immer etwas gréBer ist, scheinen Be- 
standteile des Kochsaftes sich mit den koagulierenden Substanzen 


1) Diese Zeitschr. 19, 211, 1909. 
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zu verbinden oder doch mit jenen niedergerissen zu werden. 
Die Unterschiede werden aber nach 1 bis 2tagigem Lagern er- 
heblich gréBer und erreichen nach 2 bis 7 Tagen ein Maximum, 
worauf sie wieder abnehmen. 


Tabelle I. 
Kochsaftzusatz konserviert beim Lagern des PreBsaftes 
auBer der Zymase auch das gerinnbare EiweiB. 





Garkraftbestimmungen EiweiBfallungen 


Haupt- Kontroll- Haupt-  Kontroll- 
versuche: versuche: |versuche: versuche: 
5 ccm pel Z ccm ~— Gerinnbares Gerinnbares 
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nach dem Lagern nach dem Lagern _tiweib in Bbweif in 
versetzt mit 4gRohr- versetzt mit 4gRohr- 20 cem der 20 com der | 
zucker + 0,2 ccm sucker + 0,2 ecm PreBsaft- PreBsaft- 
Toluol_ __Toluol Kochsaft- Wasser- 
Weiterer Weiterer mischung mischung 
Kochsaft- CO, Kochsaft- O, | (enthaltend (enthaltend 
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und 0,2 ccm Eisessig versetzt und hierauf auf dem Drahtnetz 
zum Sieden erhitzt wurden. Um die Fillung méglichst voll- 
stiindig zu machen, wurde sodann noch 1 bis 2 Stunden im 
Wasserbade erhitzt und die iiber dem gefallten Eiwei8 stehende, 
immer noch etwas triibe Fliissigkeit durch ein gewogenes Filter 
filtriert. Der Niederschlag, auf das Filter gebracht und mit 
Alkohol und Ather gewaschen, wird schlieBlich bei 105° ge- 
trocknet. 

Die meisten in der Tabelle I enthaltenen Angaben sind 
Durchschnittswerte von 2 Parallelversuchen mit nahezu itber- 
einstimmenden Zahlen. 


Antiproteolytische Wirkung des Kochsaftes, nach- 
gewiesen mittels Gelatine. 


Nach dem eben Erérterten kann man von einer antiproteo- 
lytischen Wirkung des Kochsaftes sprechen, welche die beim 
Lagern des HefepreBsaftes eintretenden Verdauungsvorgange 
durch die Endotryptase verhindert oder wenigstens verzégert. 
Als sehr bequemes Reagens zur Priifung auf eine solche Schutz- 
wirkung empfahl sich Gelatine, wie sie von M. Hahn auch 
seinerzeit zum ersten Nachweis der Endotryptase beniitzt 
worden war. In der Tat zeigte sich bald, da8 beim Uber- 
schichten von erstarrter, nach der Herstellung langere Zeit 
(meist 24 Stunden) gestandener Gelatine mit altem, durch Ein- 
dampfen zum Sirup konzentriertem, lange gelagertem HefepreB- 
saft’) nach einigen Stunden eine Verschiebung der Beriihrungs- 
stelle zwischen Fliissigkeit und Gelatine zu bemerken ist, in- 
folge Verfliissigung der letzteren durch die Endotryptase des 
PreBsaftsirups. Wird die Gelatine statt mit Wasser mit Koch- 
saft hergestellt, so tritt keine derartige Erscheinung ein. Durch 
Zahlen wiederzugebende Resultate lieBen sich in der Weise er- 
zielen, daB die Gelatine in engen, graduierten Zylindern zum 
Erstarren gebracht und hierauf direkt die Endotryptaselésung 
aufgeschiittet wurde, der vorsichtshalber immer etwas Toluol 
zugesetzt worden war. Die Menge der verfliissigten Gelatine 
konnte dann nach gewissen Zeitabschnitten direkt an der Gra- 
duierung der MeBzylinder in Kubikzentimetern abgelesen werden. 


1) Vgl. Buchner und F. Klatte, diese Zeitechr. 8, 528; 9, 
420, 1908. 
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In Tabelle II sind 4 derartige Versuchsreihen zusammen- 
gestellt, von denen die ersten drei mit 4,5°/,iger Gelatine, die 
vierte mit 9°/,iger angestellt sind. Die Schutzwirkung des 
Kochsaftes trat tiberall sehr deutlich hervor, besonders in den 
beiden ersten Versuchsreihen bei Anwendung von konzentriertem, 
d. h. im Vakuum auf ein Viertel seines Volumens eingedampftem 
Kochsaft, in geringerem Umfange, aber immer noch unver- 
kennbar, bei Anwendung von normalem, d. h. nicht eingedicktem 
Kochsaft (3. Versuchsreihe). 

Ahnliche Versuche sind auch noch in Tab. IV enthalten. 


Tabelle II. 


Kochsaft schiitzt Gelatine vor der Verfliissigung durch die 
Endotryptase, 

Je 11/, ecm einer 9°/,igen Chloroformgelatine gemischt mit 1 Vol. 
Kochsaft bzw. Wasser (Kontrollversuche) und lingere Zeit nach dem 
Erstarren iiberschichtet mit 1 ccm einer Endotryptaselisung!) (Versuche 
1 bis 12) oder 3 ccm einer 9°/,igen Gelatine, direkt hergestellt mit Koch- 
saft bzw. Wasser und ebenso iibergossen mit Endotryptaselésung®) (Nr. 13 
bis 16). Antisepticum: Toluol. Temp. 22°. 
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1) 0,5 g PreBsaftsirup + 4 ccm Wasser. 
2) 0,75 g PreBsaftsirup + 1 ccm Wasser. 
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Antiproteolytische Wirkung des Kochsaftes, nach- 
gewiesen mittels Milch. 

Nach Bierry und Henri') kann man zum Nachweis von 
Verdauungsenzymen frische Milch beniitzen, deren weiBe Farbe 
durch proteolytische Vorgange aufgehellt wird. Versuche, ob 
die Verdauung des Caseins der Milch durch eine Tryptaselésung 
nach Zufiigen von Kochsaft verzégert wird, haben zu einem 
bejahenden Ergebnis gefiihrt. Die Erscheinungen sind voll- 
kommen andere, wenn man einerseits zu mit Wasser verdiinnter 
Milch Tryptaselésung und etwas Soda andererseits zu mit nor- 
malem Kochsaft verdiinnter Milch die gleichen Zusitze hinzu- 
gibt. In ersterem Falle wird bei 38° die weiBe Farbe bereits 
nach 3 Minuten durchscheinend; nach 8 Minuten ist die Fliissig- 
keit vollkommen aufgehellt und fast durchsichtig geworden. 
Im zweiten Falle tritt kurz nach der Mischung merkwiirdiger- 
weise Gerinnselbildung ein, so daB die Masse dickfliissig wird 
und nach 3 Minuten die Ausscheidung von festen Partikelchen 
direkt wahrzunehmen ist. Die Entstehung des Niederschlages 
ist besonders merkwiirdig, da weder Kochsaft und Trypsin- 
lésung, auch auf Zusatz von etwas Soda nicht, noch Milch und 
Kochsaft mit einer Spur Soda eine Fallung geben. Der Nieder- 
schlag bei 38° aufbewahrt, ist nach 8 Minuten noch nicht 
merklich in Abnahme begriffen, wohl aber nach 26 Minuten 
bis auf einige Flocken wieder aufgelést. Die proteolytische 
Wirkung des Trypsinpraparates ist demnach durch den Koch- 
saftzusatz nur fiir einige Zeit hinausgezégert worden. 

Um die zu den Versuchen verwendete Milch méglichst 
von Fett zu befreien, wurde sie vorher 10 Minuten lang bei 
etwa 3000 Umdrehungen in der Minute zentrifugiert und durch 
ein angefeuchtetes Papierfilter gegossen. 

Die Resultate von zwei hierher gehérigen Versuchen, von 
denen noch eine gréBere Anzahl mit gleichem Ergebnis an- 
gestellt wurden, sind in Tabelle III wiedergegeben. 

Einige Andeutungen iiber die Vorginge, die beim Mischen 
von Milch und Kochsaft aus Hefe eintreten, gibt auch noch 
die Beobachtung, daB die durch Essigsiure erzeugte Fallung 


1) Soc. Biol. 54, 667, 1902; zit. nach C. Oppenheimer, Die Fer- 
mente 2, 3. Aufl., 124, 1909. 
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aus einem Milch-Kochsaft-Gemisch gréBer ist als die aus einem 
entsprechenden Milch-Wasser-Gemisch, wogegen Kochsaft fiir 
sich mit Essigsdure iiberhaupt keine Fallung gibt. Das Gewicht 
der ersteren Fallung betrug z. B. in einem Versuche 1,13, in 
einem anderen 0,70 g, das der letzteren dagegen nur 0,73 g 
bzw. 0,59 g. Es miissen demnach durch Ansduern faillbare 
Verbindungen zwischen Kochsaftbestandteilen und den Stoffen 
der Milch auftreten. 


Tabelle III. 
Kochsaft schiitzt das Casein der Milch wahrend einiger Zeit 
vor der Verdauung durch Tryptase. 





1. Versuch 2. Versuch 


0,004 g ‘Trypsinpraparat (Merck)| 0,004 g Trypsinpraparat (Mere k) 
gelést in 1 com Wasser und zu-| gelést in 1 ccm Wasser und zu- 
gefiigt bei 38° zu gefiigt bei 38° zu 


5ccem Milch | 5ccm Milch | Sccm Milch | 5 ccm Milch 


Nach Minuten 


+5ccom Wasser + 5ccm Kochsaft] +5ccm Wasser + 5ccm Kochsaft 
+ 1 Tr. Sodalésg. + 1 Tr. Sodalésg.j+ 1 Tr. Sodalésg. + 1 Tr. Sodalésg. 


die weiBe Farbe infolge Gerinnsel-| Ergebnisse wie bei Versuch 1 
ist etwas durch-bildung in eine 
scheinend ge- breiartige Masse 
worden verwandelt 
volistandig auf-der Niederschlag] Ergebnisse wie bei Versuch 1 
gehellt und fastist noch kaum 
durchsichtig weniger geword. 
ebenso der Niederschlag} Ergebnisse wie bei Versuch 1 

ist bis auf einige 
Flocken wieder 
gelést 








Ist im Kochsaft ein Schutzstoff nur gegen Endo- 
tryptase oder allgemein antiproteolytischer Natur? 

Zur naéheren Charakterisierung des Schutzstoffes im Koch- 
saft, der das gerinnbare EiweiB des PreBsaftes und die Gelatine 
vor der verdauenden Wirkung der Endotryptase bewahrt, war 
es von besonderem Interesse, ob der Kochsaft auch eine hem- 
mende Wirkung gegeniiber Pepsinase und Tryptase aufweist. 
Derartige Versuche lieBen sich mit den Handelspraparaten 
dieser Enzyme leicht ausfiihren, indem auf Chloroformgelatine, 
hergestellt mit Wasser oder mit normalem bzw. konzen- 
triertem Kochsaft, endotryptasehaltiger PreBsaft-Sirup oder eine 
Pepsinase-Salzsiure-Lésung oder eine Tryptase-Soda-Lésung 
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aufgeschichtet und die Verfliissigung der Gelatine bei einer 
Temperatur von 22° in schon oben beschriebener Weise fest- 
gestellt wurde. Vier derartige Versuchsreihen sind in Tab. IV 
wiedergegeben. Sie zeigen iibereinstimmend, unabhiangig von 
der Konzentration der Gelatine und von der Anwendung von 
konzentriertem bzw. normalem Kochsaft, daB alle drei Ver- 
dauungsenzyme durch die Stoffe des Kochsaftes gehemmt 
werden. Am stiarksten ist allerdings der Schutz gegen die 
Endotryptase, am schwachsten, aber noch immer deutlich, der 
gegen Tryptase. Diese Ergebnisse legen den Gedanken nahe, 
daB die Schutzwirkung auf einer Vereinigung des Schutzstoffes 
mit der Gelatine beruhen wird, eine Frage, die weiter unten 
noch niher erértert ist (s. Tabelle XVII). 

Ko-Enzym und Antiprotease sind nicht identisch. 
Da im Kochsaft aus Hefe bereits ein Hilfsstoff der Enzym- 
wirkung, das Ko-Enzym, nachgewiesen ist, war nach Ent- 
deckung der Schutzwirkung des Kochsaftes fiir Zymase die 
Annahme am einfachsten, da8 der Schutzstoff mit dem Ko-Enzym 
identisch sei.!) Diese Vermutung wird widerlegt durch eine 
Reihe von Versuchen, die zeigen, daB man durch langeres 
Sieden des Kochsaftes unter Riickflu8 das Ko-Enzym_ ver- 
nichten kann, ohne doch die verdauunghemmende Wirkung 
zu zerstéren (s. Tabelle V). Zunachst wurde immer die Fahig- 
keit des normal hergestellten Kochsaftes, ausgegorenen PreB- 
saft zu regenerieren, und die Unbrauchbarkeit desselben Koch- 
saftes nach mehrstiindigem Kochen zu dem gleichen Zweck 
festgestellt (linke Hialfte der Tabelle). Hierauf wurde mit 
Wasser (Kontrollversuche) bzw. mit normalem, bzw. mit langer 
gekochtem Kochsaft hergestellte Gelatine mit Endotryptaselésung 
iiberschichtet, und der Umfang der Verfliissigung in gewissen 
Zeitraumen abgelesen (rechte Hialfte der Tabelle). 

Die Ergebnisse sind alle eindeutig; obwohl nach 3 bis 
4stiindigem Kochen die Regenerationswirkung des PreBsaftes 
verschwunden oder auf ein Minimum zuriickgegangen war, zeigte 
sich die antiproteolytische Wirkung noch sehr deutlich und 
nur wenig geschwacht gegeniiber der des normal hergestellten 
Kochsaftes. 


1) Buchner und Haehn, diese Zeitschr. 19, 196, 1909. 
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Tabelle IV. 
Kochsaft schiitzt Gelatine vor Verfliissigung durch Endo- 
tryptase, Pepsinase und Tryptase. 





22. Okt. 
2 





See ee ee ee 


Chloroformgelatine 


Gehalt 


Ge 





an 
latine 


°/o 


hergestellt 
mit 


Wasser 
norm. Koch- 
saft 


Wasser 


norm. Koch- 
saft 


Wasser 
norm. Koch- 
saft 
Wasser 
konz. Koch- 
saft 


Wasser 
konz. Koch- 
saft 


Wasser 
konz. Koch- 
saft 


Wasser 
Kochsaft 
Wasser 
Kochsaft 
Wasser 


Kochsaft 


Wasser 
Kochsaft 


Wasser 
Kochsaft 





Enzymlésung 


| 0,25 g alter 
PreBsaftsirup 
in lecm H,0 
0,07 g Pepsin 
| (Merck) 
re 1 cem HCl 
(von 0,2°/,) 
0,02 g Trypsin 
{| (Merck) 
in 1 eem H,O 
+ Spur Soda 


| 0,75 g alter 
PreSsaftsirup 
in leem H,O 


a g Pe; sin 


(Merck) 
in leem HCl 
(von 0,2°/9) 


0,04g Trypsin 
(Merck) 

in lecm H,O 

+ Spur Soda 


0,75 g alter 
PreBsaftsiru 
Jin lecm H, 


0,14 g Pepsin 
(Merck) 
in 1 cem HCl 
(von 0,2/5) 
0,04 g Trypsin 
(Merck) 
in lecm H,O 
+ Spur Soda 
0,12 g alter 
PreBsaftsirup 


in 1 cem H,O}9 


0,01 g Trypsin 
(Merck) 

in 1 ccm H,O 

+ Spur Soda 





Verfliissigte Gelatine 


in Kubikzentimetern nach 


Tagen 
3 | 4 
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Tabelle V. 
Langeres Kochen vernichtet die regenerierende Wirkung des 
Kochsaftes, nicht aber die antiproteolytische fiir Gelatine. 





Regenerierungsversuche mit “usgegorenem gran ; : ; 
PreBsaft. (Verfliissigung von Gelatine. 





Giarkraftbestim- 


7 Iw ’ ; ; 
oe: ——— Nach 3Tagen: Regenerations- 1'/s ccm bar 1 com 
+ 8g Rohrzuck. Zusatz von je wirkung: Chioroform- tne — 
+ 0,2 cem Toluol} 5 com konz. Kohlendioxyd gelatine VON |fliissigte Gelatine 
oben TY! Kochsaft in g nach Tagen 9°/,, gemischt } in com nach 

oxyd in a agen 
nach Tagen | +0,2ccm mit je 1 Vo-] 


“4 Toluol ar Ean GEG Gee lumen: 
3 [Cm | 1/;2;,3;5] 


Nummer 
Nummer 


9. Juli} 1,14 — normal her- |0,15 0,23/0,28 0,30) Wasser 


gestellt 
14. Juli} 1,58 — | 4St. gekocht |0,00 0,00/0,00 0,00! norm. konz. 
Kochsaft 


| 48t. gekoch- 
_ |__| tem Kochsaft 


| Wasser 


normal her- 0,14.0,28'0,29 — | norm. konz. 
gestellt 0,15 0,28/0,30 — Kochsaft { 


0,80 | 
0,81 


LP 
| | om 
— 
-omowno ake wt = 


. 


i 
“Is 
coo 


1,74 
1,70 
1,78 

»__|_1,75 

12.Nov.| 1,74 

» | 1,70] 


. 1,76 | 
: v7 | aol tase. gekocht 


\ normal her- |0,240,29| — 0,34! 0,4 0,7 
gestellt {0,250.34 — 0,30, Y*T jogos 


0,04, — |0,04! — |3 St. gekoch- {j0.1°0.2 0,6 


| | 





's St. gekocht 


0,02 — '0,02; — |tem Kochsaft 0,1 0,2 0,7 


| normal her- a po 0,24 0,34llnorm hergestell- 10,0 —0,0 0. ) 


J gestellt — 0,25 0,39) tem Kochsaft ]j0,0 — 0,0 0,0 

— | — 0,03) — |4 St. gekoch- ‘9 0,1 — 0,3 

— | — /0,02) — |tem Kochsaft |/0,0 0,1 — 0,3 
i W | i 

















Eine Identitét zwischen dem Ko-Enzym des Kochsaftes 
und dem Schutzstoff gegen proteolytische Vorgange ist nach 
dem Resultat dieser Untersuchungen nicht vorhanden. Es er- 
scheint daher zweckmaéBig, dem Schutzstoff des Kochsaftes 
einen besonderen Namen beizulegen und ihn, da er gegen ver- 
dauende Wirkungen schiitzt, als Antiprotease zu bezeichnen. 

Der Kochsaft besitzt die Fahigkeit, lagernden PreBsaft 
garwirksam zu erhalten, eine Eigenschaft, die vermutlich auf 


1) Die Versuche vom 2. Nov. wurden angestellt, um den normalen 
Kochsaft auf Ko-Enzym und Antiprotease zu priifen. Die Versuche 
vom 10. Nov. zeigen dann, daB derselbe Kochsaft durch 3stiindiges 
Kochen zwar das Ko-Enzym, aber nur einen kleinen Teil seiner Anti- 
protease eingebiiBt hat. 
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Tabelle VI. 
Langeres Kochen vernichtet die regenerierende Wirkung des 
Kochsaftes, nicht aber die konservierende auf lagernden 
Pre Bsaft. 





A. Priifung des lange erhitzten Kochsaftes auf Ko. -Enzym. 


Garkraftbestimmung: 


20 ccm PreGsaft + 8g | Nach 3 Tagen Zu- Regenerationswirkung: 
Datum] Rohrzucker + 0,2 ccm 8 8 g 


Toluol gaben Kohien- | ®4t2 von 4 g Rohr- Kohlendioxyd in g nach Tagen 
dioxyd in g nach Tagen | zucker +- 0,2 com 


aes Seen Toluol u. je 5ccm Se aes 
ce i se eae | 2/3 | 4 
16.Febr| 0,60 1,28 1,35 

0,60 1,32 — |) normalem Koch- 19 | 
0,56 | 1,28) — If saft 0,18 | 
0,60 | 1,28 15?) 2 St. gekochtem | 0,03 
0,58 | 1,28 f * Kochsaft 0,02 | 
0,37 | 0,78 
0,37 
0,33 — 2 normalem Koch- | 0,15 | 0,38 
0,40 saft 0,16 | 0,39 
0,32 ) 4. St. gekochtem | 0,00 | 0,03 | 
0,32 f Kochsaft 0,02 | 0,04 


Nummer 


sao of wr = 











_B. Priifung des | lange erhitzten Kochsaftes euf Antiprotease. 


‘ans Selbst 


20 com PreBsaft ge- |girung en 
lagert 24 Stunden |in24St. Nach 24 Stunden ’ 


unter Zusatz von | CO, Zusatz von — 


ing 1|2 





2 |16.Febr. Garkraft: 20 com PreBsaft + 8g Rohr- 15 
‘i zucker -- 0,2 cem Toluol 0,51 — 1,11 

















0,10 || 8g Rohrzucker +-| — 0,50 0,75, 
0,08 js ecm konz. Kochs. | — 0,600,85, 
5 cem norm. konz.| 0,10 — 1,051 47) 
Kochsaft 0,10 |¢ 88 Robraucker | __ o'98 1/40 
5 ccm Kochsaft | 0,10 |) 8g Rohrzucker + | — ‘1,00 1,40, — 
51/, St. gekocht | 0,10 |/5 ccm konz. Kochs. | — 1,00 1,40 |— 
| | 


ohne Zusatz 





Garkraft: 20ccm PreBsaft +- 8s Rohr- 0,42) _— ‘1,01 1,07 1,09 1,10 


zucker -++ 0,2 ccm Toluo 








(0,49, — |1,05,1,10 1,13/1,13 


0,07 |) 8g Rohrzucker + 0,33, — |0,45 0,52 0,54! — 


0,06 |{5 ccm konz. Kochs. 0,33) —_ 0, 45 0,52 0,54, — 
5ccm norm. konz. | 0,07 — 0; 98 1,20 1,29 1,30 


0,68 
Kochsaft 0,06 |¢ 88 Rohrzucker |p 68 — [0,98 1.20 1:29 1,30 
5 com Kochsaft | 0,07 |) 8g Rohrzucker + 0,58) — 0, 76|1,03 1,07 1,08 
4 St. lang gekocht| 0,06 |(5 com konz. Kochs. jo 62) — 0, 83 1,03 1,07 1,08 





ohne Zusatz 
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einen Schutz der Zymase vor der Endotryptase hinauslaufen 
und daher auch mit dem Ko-Enzym nichts zu tun haben konnte. 
Zur Priifung dieses Gedankenganges wurde HefepreSsaft mit 
5 Stunden lang am RiickfluBkiihler gekochtem Kochsaft ge- 
lazert (Tabelle VI). Besondere Versuche (siehe die obere Hilfte 
der Tabelle) ergaben, daB derartig behandelter Kochsaft, wie 
zu erwarten war,') seine Regenerationswirkung auf ausgegorenen 
PreBsaft eingebiiBt hatte. Solcher lange gekochter Kochsaft 
zeigte aber (siehe die untere Halfte der Tabelle) in der einen 
Versuchsreihe ganz unverminderte, in der anderen nur eine 
um weniges herabgedriickte Fahigkeit, PreBsaft bei eintagigem 
Lagern vor dem Verluste der Giarkraft zu bewahren. Diese 
Wirkung kommt demnach auch nicht dem Ko-Enzym, sondern 
der Antiprotease zu, die widerstandsfaihiger gegen Siedehitze 
als ersterer Stoff ist und die Zymase vor der Verdauung durch 
die Endotryptase schiitzt. 

Auch gegeniiber Erhitzen mit verdiinnter Schwefelsaure er- 
wies sich die Antiprotease bestiandiger als das Ko-Enzym. Die 
einschlagigen Versuche (Tabelle VII) zerfallen wieder in solche, 
die die starke Abnahme der Regenerationswirkung durch Er- 
hitzen des Kochsaftes mit Schwefelsiure beweisen (linke Hilfte 
der Tabelle) und in solche, die zeigen, daB dem, wie erwahnt, 
behandelten Kochsaft die Fahigkeit, Gelatine vor der Verfliissi- 
gung durch Endotryptase zu bewahren, noch innewohnt, wenn 
auch in geringerem Grade als dem normal hergestellten kon- 
zentrierten Kochsaft (rechte Hialfte der Tabelle). 

Zur Priifung der Regenerationswirkung wurde dabei nicht, 
wie sonst, ausgegorener PreBsaft verwendet, sondern mit Wasser 
mehrmals ausgewaschene Acetondauerhefe, d. h. durch Behand- 
lung mit Aceton und Ather getétete Hefe. Dieses sehr ein- 
fache und zweckmaBige Verfahren ist von L. Iwanoff*) an- 
gegeben worden, der zeigte, daB man aus den unverletzten 
Zellen der Acetondauerhefe durch dreimaliges Behandeln mit 
kaltem Wasser in 5 Stunden simtliches Ko-Enzym auswaschen 
kann. Wird dann durch ein gewdhnliches Filter filtriert, so 
bleiben als Riickstand die ausgewaschenen Zellen, die zwar noch 
zymasehaltig sind, aber Zuckerlésung erst auf Zusatz des Filtrates 

1) Diese Zeitschr. 19, 216, 1909. 

2) Centralbl, f. Bakt. 24, 1, 1909. 
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oder von Kochsaft, d. h. von Ko-Enzym, wieder vergiren. Die 
ausgewaschenen Zellen der Acetondauerhefe, die Zuckerlésung 
fiir sich nicht vergéren (Versuche 1, 2, 7, 8), kénnen daher als 
bequemes Reagens auf den Ko-Enzym-Gehalt des normal her- 
gestellten (Versuche 3, 4, 9 und 10) oder des mit Schwefel- 
saure erhitzten Kochsaftes (Versuche 5, 6, 11 und 12) ver- 
wendet werden. 

Die Behandlung des Kochsaftes mit Schwefelséiure wurde 
in der Weise ausgefiihrt, daB in 20 ccm konzentrierten Koch- 
saft tropfenweise 2g konzentrierte Schwefelsdiure eingetragen 
und hierauf das Ganze 1 Stunde auf dem Wasserbade erwirmt 
wurde. Nach Neutralisation mit Natronlauge, die allerdings zu 
einer nicht unerheblichen Vermehrung des Volumens der Fliissig- 
keit fiihrte, fand letztere Anwendung zu den Regenerations- und 
Verdauungsversuchen der Tabelle VII. Wenn auch eine totale 
Vernichtung der Regenerationswirkung in den beiden vor- 
liegenden Versuchsreihen nicht erzielt wurde und ebensowenig 
eine vollstandige Erhaltung der Antiprotease, so liegen doch die 
Ausschlage deutlich in der geschilderten Richtung. Einige hier- 
her gehdrige Versuche siehe auch Tabelle [IX (Nr. 20 und 21). 


Tabelle VII. 
Erhitzen mit Schwefelsiure schadigt die regenericrende 
enneg des Kochsaftes starker als die antignetnsieenase. 





| 





Nummer 


Je 2g mit Wasser 


Garkraftbestim- 


ausgewaschene Ace- 
tondauerhefe + 4g 
Glucose +- 0,2 cem 
Toluol unter Zusatz ies Ries gal 


von: 1/3 5 | 6 


mungen: 
CO, in g 
nach Tagen 





11/, com 9°/jiger 
Chloroformgelatine 
gemischt mit je 
1 Volumen 











010,01 — | — 
5 com H,O -+- 5ccem/0,20 0,88 1,33) 1,41 
f Kochsaft v.8. Febr.}0,22.0,90 1,30 1,40; 


’ | | 
10 com mit Schwe- 0,04/0,17,0,23 0,24 


felsiure erhitztem 
Kochsaft 0, 03/0, 16 0,210, 23 
0, 00 0, 00! — 
000,00; — | 


5 ccm H,0 +- 5cem 0,23 0,68 0,70 


Kochsaft v.22. Febr.j0,23 9, 69 ° 69 


i} 10 com H,O 


felsiure erhitztem 0,01 °, 03 ° 03 








Wasser 


konz. Kochsaft v. 
} 8. Febr. 


mit Schwefelsaure 
f erhitztem Kochsaft 
Wasser 


konz. Kochsaft v. 
} 22. Febr. 


| mit Schwefelsaiure 
ferhitztem Kochsaft 





10 ccm mit Schwe- 0, 02 0, 04 0,05 
Kochsaft 
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13 





Cieieeiietane 
suche: Durch lecm 
einer Endotryptase- 
lésung verflussigte 

Gelatine in ccm 
nach Tagen 


1{3sisis 


0,3 —| 15) — 
1,6 | — 
0,0 | — 


0,3 | 
0,0 | 0,0 
0,0 | — 


0,0 | 0,0 


0,0 | 0,1 | 
0.0 |0,1 


0,3|— 

0,3 | — 
| 

0,8 | 1,3 

1,4 

0,1 | 0,2 

0,1 | 0,2 


0,4 | 0,7 
0,4 | 0,7 


0,1 | 05. 


ania 
0,0 | 0,0 


0,0 | 0,0 


0,0 | 0,2 
0,0 | 0,2 
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Versuche zur Trennung von Ko-Enzym und 
Antiprotease des Kochsaftes durch Fallungsmittel 
haben bisher zu keinem Ziele gefiihrt. Z. B. wurde durch Ein- 
tragen von 25 ccm konzentriertem Kochsaft in 21 absoluten 
Alkohol -++-11 Ather eine gelbliche, pulverige, sehr hygroskopi- 
sche Fiallung erhalten, die schnell abgesaugt und im Vakuum 
getrocknet 9,3 g wog. Wird dieser Niederschlag nun 3/, Stunden 
lang im Extraktionsapparat auf dem Wasserbade mit Methyl- 
alkohol ausgekocht, so hinterbleibt ein unldsliches, feinkérniges, 
hellbraunes Pulver (Praparat I), wahrend beim Abdampfen 
der methylalkoholischen Lésung im Vakuum eine hellgelbe, 
dick-sirupférmige Masse erhalten wird (Praparat II). Pra- 
parat I ist dem Gewichte nach etwas weniger als Praparat II. 
Mit beiden Priparaten wurden nun Regenerierungs- und Gela- 
tineverfliissigungsversuche, beide im Vergleiche mit demselben 
Kochsaft vor der Fallung und mit dem Verhalten der Gesamt- 

fallung in der gewohnlichen Weise angestellt (Tabelle VIII). 


Tabelle VIII. 


Versuche zur Trennung von Ko-Enzym und Antiprotease. 





A. Regenerierungsversuche. 





B. Gelatineverfliissigung. 








Garkraftbestim- 


mung: 20 ccm Regenera- Durch 1 ecm einer 


| 


ee 


Nummer 


C1 Qa &wS De 


(2 =] 


—— 





PreGeaft + 8g 
Rohrzucker 
+ 0,2 ccm Toluol 
gaben Kohlen- 
dioxyd in g 
nach Tagen 


ano 2 


tionswirkung: 
Kohlendioxyd 
ing 
nach Tagen 


Nach 3 Tagen 
Zusatz von 0,2 ccm 
Toluol und 








1,14 
1,11 
1,10 
1,15 
1,13 
1,10 


1,10 
1,12 


11/, ccm Chloro- 

formgelatine von 

9°/, gemischt mit 
je 1 Volumen: 


Endotryptase- 
lésung verfliis- 
sigte Gelatine 
incom nachTagen 


9 





5 ccm konz. Koch- {0,22 0,43'0,48 
saft v. 30. Nov. {0,22 0,43'0,49 
11,96 g Kochsaftfal- |0,21 10,38 0,39 
flung’) + 5com H,0/0,21 0,38 0,41 


0,83 g Prip. I*) |0,18 0,36 0,36 
+ 5ceemH,0 © |0,18.0,33 0,35 


1,12g Prap. I1*) {0,03 0,06 





+5ecm HO" |0,05.0,07, — 


Wasser 


konz. Kochsaft 
v. 30. Nov. 


einer Lésung von 
0,83 g Prap. I 
in 5 ccm Wasser 


| 
| 
| 


Prap. II in 5 ccm 
Wasser 





lee Lésung von 


0,3 0,5 1,0 1,9 
0,3 0,5 1,0 1,9 
0,0 0,0 0,0 0,0 
0,0| 0,0 0,0 0,0 
| 
0,0 | 0,0 0,0 0,2 
0,0 | 0,0 | 0,0 0,2 
0.2/0.4 0,9 1,7 
0,3 





0,5 0,9 | 1,8 


Die Regenerierungsversuche (linke Halfte der Tabelle) ergaben 


gute Regenerationswirkung, d. h. starken Ko-Enzym-Gehalt beim 


1) Erhalten aus 5 ccm konz. Kochsaft. 
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urspriinglichen Kochsaft, bei der Gesamtfallung und bei Pra- 
parat I, wahrend Praparat II sich nahezu wirkungslos erwies. 
Die Versuche tiber hemmende Wirkung auf die Verfliissigung 
von Gelatine durch Endotryptase (rechte Hialfte der Tabelle), 
haben zu ahnlichen Ergebnissen gefiihrt; wahrend der Kochsaft 
vor der Fillung eine starke Schutzwirkung ausiibte, also viel 
Antiprotease enthielt, und auch Praparat I sehr deutlich im 
selben Sinne reagierte, war Praparat II so gut wie ohne 
Wirkung. D.h. also, man kann sowohl das Ko-Enzym wie 
die Antiprotease mittels Alkohol und Ather nahezu vollstandig 
aus dem Kochsaft niederschlagen, und sowohl Ko-Enzym als 
Antiprotease finden sich bei Behandlung der Fallung mit kochendem 
Methylalkohol beinahe ohne Verlust im unldéslichen Riickstand, 
wogegen der Auszug héchstens Spuren davon enthilt. 


Einwirkung von Lipase und von Potasche auf Ko- 
Enzym und Antiprotease. 


Um zu entscheiden, welcher Kérpergruppe die Antiprotease 
beigezahit werden muB, schienen Versuche iiber das Verhalten 
des Kochsaftes gegeniiber Ricinuslipase und gegeniiber Pot- 
asche wiinschenswert. Beide Stoffe schidigen nach friiheren 
Ergebnissen das Ko-Enzym in hohem Grade.') Indem wir 
3 Tage mit Lipase bzw. mit Potasche behandelten Kochsaft 
(Tabelle IX) einerseits auf seine Regenerationswirkung, anderer- 
seits auf seine antiproteolytischen Eigenschaften priiften, ergab 
sich in Bestaétigung der friiheren Beobachtungen eine wesent- 
liche Zerstérung des Ko-Enzyms durch beide Stoffe (bei Pot- 
asche allerdings nur bei der héheren Konzentration), wogegen 
eine Hemmung der Verdauungsvorginge nur bei dem mit Pot- 
asche behandelten, nicht oder nur in geringstem Umfang aber 
bei dem mit Lipase gelagerten Kochsaft nachzuweisen war, 
d. h. also wahrend die Antiprotease durch Lipase stark ge- 
schadigt wird, ist Potasche ohne Einflu8; es zeigt sich somit 
hier ein Unterschied zwischen Ko-Enzym und Antiprotease. 
Als letzte Versuche der Tabelle [IX (Nr. 20 und 21) sind noch 
einige Experimente iiber die Wirkung von mit Schwefelsaéure 
erhitztem Kochsaft angereiht, einerseits auf ausgegorenen PreB- 


1) Diese Zeitschrift 19, 215, 217, 1909. 
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saft, andererseits auf Gelatineverfliissigung durch Endotryptase, 
ausgefiihrt mit demselben HefepreBsaft und Kochsaft wie die Ver- 
suche Nr. 9 bis 19; sie schlieBen sich an die friiher mitgeteilten 
Versuche der Tabelle VII an, bei denen die Regenerationswirkung 
aber nicht mit ausgegorenem PreBsaft, sondern mit ausgewaschener 
Acetondauerhefe gepriift wurde; in Ubereinstimmung mit jenen 
Resultaten ergab sich auch jetzt wieder, daB das Ko-Enzym 
gegen die Behandlung mit Schwefelsiure sehr empfindlich ist, 
wogegen die Antiprotease gréBere Bestandigkeit zeigt. 

Was die Ausfiihrung der Versuche mit Ricinuslipase- 
Emulsion betrifft, fiir deren Uberlassung wir wieder den Ver- 
einigten Chemischen Werken, A.-G., Charlottenburg, ins- 
besondere Herrn Dr. E. Hoyer, zu danken haben, so wurden 
je 5 ccm konzentrierter Kochsaft mit 8 g sauer reagierendem 
Lipasebrei unter Zusatz von Toluol 3 Tage bei 37° gelagert 
und hierauf zur Zerstérung der Lipase 2 Minuten lang zum 
Sieden erhitzt. Zur Verwendung kam dann der so er- 
haltene Brei oder das Filtrat von demselben (Nr. 5, 6 und 
13, 14). Zur Kontrolle wurden auch Versuche mit Kochsaft 
angestelit, der nur der Einwirkung von vorher */, Stunde lang 
aufgekochtem und daher sehr geschwichtem Lipasebrei aus- 
gesetzt war (Nr. 7, 8, 15). 

Bei den Versuchen mit Potasche wurde konzentrierter 
Kochsaft mit 0,5 bzw. 0,25 g der Substanz und unter Zusatz 
von Toluol 3 Tage lang bei 37° gelagert und hierauf mit Phos- 
phorsaure neutralisiert (Nr. 16 bis 19). 

Bei den Versuchen iiber Erhitzen des Kochsaftes mit 
Schwefelsiure wurden 15 ccm konzentrierter Kochsaft mit je 
1,5 g konzentrierter Schwefelsiure tropfenweise versetzt und 
hierauf das Ganze 1 Stunde lang auf dem Wasserbade erhitzt. 
Sodann erfolgte Neutralisation durch Natronlauge, wobei das 
Volumen auf 30 ccm anstieg. Fiir jeden Regenerierungsversuch 
kamen 10 ccm dieser Lésung entsprechend 5 ccm konzentriertem 
Kochsaft zur Anwendung. Bei den Gelatineverfliissigungs- 
Versuchen konnten, um die Konzentration der Chloroform- 
Gelatine nicht zu dandern, nur je 1,5 ccm zugesetzt werden. 
DaB bei diesen beiden Versuchen kein vollstandigerer Schutz 
der Gelatine erreicht wurde, mag mit dem sehr geringen Zu- 
satz an Kochsaft zusammenhangen (Nr. 20 und 21). 


Nummer 
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Tabelle IX. 


Verhalten von Ko-Enzym und Antiprotease gegen Ricinus- 


lipase u 


nd Potasche. 





Nummer 


Garkraftbestim- 
mung: 20 cem 
PreBsaft + 8 g 

Rohrz. + 0,2 cem 
Toluol gaben 
Kohlendioxyd 

in g nach Tagen 


1 


A. Regenerierungsversuche: 


Zum ausge- 
gorenen PreB- 
saft n. 3 Tagen 
Zusatz von je 
5ecm Kochsaft 

+4g Rohrz. 
+ 0,2 ccm Tol. 








0,76 
0,76 


0,75 


0,73 
0,7 





\ ohne Zusatz 


\ konz. Koch- 
j saft 
Lipase- 
Kochsaft- 
Gemenge 


Kochsaft, mit 
gekochter 
| Lipase be- 

handelt 


\ ohne Zusatz 


\ konz. Koch- 

j saft 

| Lipase- 
Kochsaft- 

| Gemenge 

Kochsaft, mit 
gekochter 

{ Lipase be- 
handelt 


Potasche- 
Kochsaft 
(0,5 g K,CO,) 
Potasche- 
Kochsaft 
(0,25 g K,CO,) 


saure erhitzt. 





I Schwefel- 


Kochsaft 


Regenerations- 
wirkung: 
Kohlendioxyd 
in g nach Tagen 


ry | 2\|3 mS 4 


0,03, — 
0,01) — 


0,22 0,35 0,43 0,48 
0,22 0,35 0,48 0,49 


0,00 0,01 0,01, — 
0,01 0,01 0,01) — 


0,16 0,25 0,28 0,29 
0,17 0,24 0,28 0,28 


0,02.0,040,04 — 


0,22 0,35 0,39 0,42 
0,21 0,33 0,39 0,41 


0,02 0,03 0,03 — 
0,01 0,02 0,02 — 


0,21 0,30 0,34 


0,05.0,07 0,09 0,09 
0,04 0,05 0,08 0,08 


0,20 0,30 0,33 0,35 
0,15.0,25 0.28 0,31 


0,02 0,05 0,05 0,05 
0,04 0,05 0,06 0,06 


11/, com 
Chloroform- 
Gelatine von 
9°/, gemischt 
mit je 1 Vol. 


- Wasser 


\ konz. Koch- 
f saft 
Lipase- 
Kochsaft- 
Gemenge 


\ Wasser 


\ konz. Koch- 
j saft 
Lipase- 
Kocheaft- 
| Gemenge 


Potasche- 
Kochsaft 
(0,5 g K,CO,) 
Potasche- 
Kochsaft 
(0,25g K,CO,) 
mit Schwefel- 
‘saure erhitzt. 








a 


B. Gelatineverfliissigung : 


Durch 1 cem 
Endotryptase- 
lésung ver- 
fliissigte Gelatine 
in ecm nach 
Tagen 


0,3 0,5 0,8 1,0 
0,3 0,5 0,7 1,0 


0,0 0,0.0,0 0,0 
0,0 0,0 0,0; 0,0 


0,2.0,40,7 0,9 
0,2 0,50,7 0.9 


j 
} 
| 


0,3 0,50,7 1,0 
0,20,40,7) 1,0 


0,10,10,2 0,3 
0,0.0,1 0,2 0,3 


0,20,30,5 0,7 
0.2.0.40,6 0.8 


0,00,10,1 0,2 
0,00.10,1 011 


0,0 0,0 0,0; 0,1 


0,0 0,1.0,2 0,3 
0,0 0,1.0,2 0,3 





f Kochsaft 


EinfluB der Reaktion der Lésung. 


Manche Enzymwirkungen werden von der Reaktion der 


umgebenden Fliissigkeit auBerordentlich beeinfluBt. 


Speziell 


die Endotryptasewirkung auf gerinnbares Eiwei®B wird nach den 
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Versuchen von M. Hahn’) durch schwach saure Reaktion sehr 
geférdert, dagegen durch gréBeren Séurezusatz verlangsamt. 
Ebenso verzégert Alkali, ja selbst schon Neutralisation des ge- 
wohnlich schwach sauren HefepreBsaftes deutlich. Um _ iiber 
die Existenz der Antiprotease im Kochsaft urteilen zu kénnen, 
muBte deshalb der EinfluB der Reaktion der Fliissigkeiten auf 
die in Frage kommenden Enzymwirkungen untersucht werden, 
besonders nachdem sich gezeigt hatte, daB schon verhiltnis- 
maBig geringe Zusitze von Essigsiure die Verfliissigung der 
Gelatine durch Endotryptase sehr deutlich hemmen (Tab. X). 


Tabelle X. 


Starker Saurezusatz verhindert die Verfliissigung der 
Gelatine durch die Endotryptase. 





DurchEndotryptase- 
lésung verfllssigte 
Gelatine in ccm nach 


11/. com 
Chloroformgelatine 
von 9°/, gemischt 
mit 
Volumen 


Zusatz von 
10°/, iger 
Essigsiure 


Datum 


Nummer 


je 1 











9. Sept , 
; Wasser 


” 


‘i konz. Kochsaft 
13. Dez. 
j 


” 


Wasser 
\ konz. Kochsaft 


23. Feb. 
, Wasser 


ll j11.Miarz 
12 a 

13 
14 2 


” 


10 | 
| 











bis zur sauren 
Reaktion 


0,2 ccm 


0,2 ccm 


0,2 com 





0,3 0,5 0,7 0,8 — | 1, 
0,3 0,5 0,7 0,8 — | 1,1 
0,0 0,0 0,0 0,0.0,0) 0,0 
0,3 0,5 0,7|1,0— | — 
0,3 0,5,0,7/1,0,— | — 
0,0 0,0 0,1 0,2; — | — 
0,0 0,0 0,1 0,2 — | — 
0,2 — 0,60,70,9 1,0 
0,2 — 0,60,8 0,9) 1,1 
0,0 — 0,1 0,2 0,2) 0,2 
— 040,608 | 

— 040,608 | 

— 0,1.0,20,2 

— 0,1 0,2 0,2 


Da der Kochsaft sowohl wie die Chloroformgelatine stets schwach 
saure Reaktion zeigen, wire es denkbar gewesen, da die Ver- 
zogerung der Endotryptasewirkungen nur darauf zuriickgefiihrt 
werden muBte. Die Versuche haben aber in anderem Sinne 


1) M. Hahn und L. Geret, Zeitschr. f. Biol. 40, 117. — E. und 
H. Buchner und M. Hahn, Die Zymasegirung, Miinchen 1893, 
8. 318. 
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entschieden: trotz Neutralisation und selbst bei schwach al- 
kalischer Reaktion des Gelatinegemisches zeigt sich die hem- 
mende Wirkung des Kochsaftes auf Verfliissigung von Gela- 
tine sehr deutlich (Tabelle XI). 


Tabelle XI. 


Auch neutralisierter Kochsaft hemmt die Verfliissigung 
von Gelatine. 





1*/, com Beckton §«=| DES See 
Chloroformgelatine ies tryptaseldsung ) 
von 9°/, gemischt , verfliissigte Gela- 
mit Gelatine- tine in cem n. Tag. 

je 1 Volumen ee 


Nummer 


gemisehes 1/21/1314 


" ei ganz schwach | 9,2 / 0,4 | 0,6 | 0,8 
j Weaser Beet auer [0,2 | 0,4| 0,6 0,9 
0,0 0,0 0,0 0,0 
0,0 0,0 0,0 0,0 
neutral 0,0 0,0 0,0 0,1 
0,0 0,0 0,0 0,1 


konz. Kochsaft?) | deutlich sauer 


\ 
j 
konz. Kochsaft 
| 
\ 
j 


neutralisiert mit 
NaOH 
konz. Kochsaft, ganz schwach 
durch NaOH ganz alkalisch 0,0 0,0 0,1 0,1 
schwach alkalisch 


n 


8 . Marz 
9 


4 \ konz. Kochsaft deutlich sauer 


ganz schwach 0,4 0,6 0,8 

sauer 0,4 0,6 0,8 
0,0 0,0 0,0 
0,0 0,0 0,0 
12 , konz. Kochsaft neutral 0,0 | 0,0 | 0,0 
13 neutralisiert 0,0 | 0,0 | 0,0 


Wasser 














Kann die antiproteolytische Wirkung des Kochsaftes 
schon durch die Anwesenheit von Aminosauren er- 
klart werden? 


Nach E. Abderhalden und Gigon*) wirken Amino- 
sduren bei der Hydrolyse von Polypeptiden durch alten, giar- 
unwirksamen HefepreBsaft verzégernd; so wird z. B. der Ab- 


1) Es kamen zwei verschiedene Prefsaftsirupe zur Verwendung, 
fir Nr. 1 bis 7 ein Praparat vom 24. Jan. 06, fiir Nr. 8 bis 18 vom 
17. Juli 06; die durch Verdiinnen hergestellte Endotryptaselésung rea- 
gierte stets sauer. 

2) Kochsaft reagiert schwach sauer, 

3) Zeitschr. f. physiol. Chem, 53, 275, 
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bau von Glycyl-Tyrosin durch Zusatz von Alanin und Leucin 
stark gehemmt. 

Ausfiihrliche Versuche haben nun ergeben, daB die Ver- 
fliissigung von Gelatine durch Endotryptaselésung bei Zu- 
sitzen von Tyrosin, Leucin und Asparaginsiure’) nicht deut- 
lich beeinfluBt und daB die lésende Wirkung von Pepsinase 
durch die gleichen Zusitze, insbesondere aber durch Pepton 
beschleunigt wird (Tabelle XII). Ferner wirken Tyrosin, Alanin 
und Leucin auf lagernden Prefsaft nicht konservierend ein, 
wie dies Kochsaft tut (Tabelle XIII). Alle diese Versuche 
machen es, wenn die Frage auch noch keineswegs als end- 
giiltig gelést betrachtet werden kann, nicht wahrscheinlich, da8 
EiweiSabbauprodukte das antiproteolytische Agens des Koch- 
saftes darstellen. 


Tabelle XII. 


Aminosaduren hemmen die Verfliissigung der Gelatine durch 
Endotryptase nicht. 





on _—- - Verfliissigte Gelatine 

oroformgelatine “ in ccm nach Tagen 

von 9°/, mit Zusatz Enzymlésung . 
von 





| Nummer 


| 


ohne Zusatz mney 
0,15 g Tyrosin ésung 
0.16 g Leucin (0,75 g PreBsaft- 
: a sirup vom 
0,15 g —— 24. Jan. 06 
; +1 ccm Wasser) | — 


eo nore 


3 com Wasser 


saft 

3 com Wasser 

+ 0,2 g Pepton 0,05 g Pepsin- 
3 com Wasser Praparat + lccm 
+ 0,1 g 1-Tyrosin Salzsaure von 2°/, 

\ 3 ccm Wasser 
+0,1 g Leucin 

3 ccm Wasser 


} 
\3 ecm konz. Koch- 
} 
} 


+ 0,2 g 1-Asparagin- 
saiure 














1) Bei den angewandten Konzentrationen waren Asparaginséure 
und Leucin gréBtenteils, Tyrosin nur teilweise in Lésung. 
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Tabelle XIII. 


Zusatz von Aminosaduren konserviert die Zymase im lagern- 
den PreBsaft nicht. 
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Nummer 


20 com 
PreBsaft lagert 
24 Stunden 
unter Zusatz 
von 





> 





ohne Zusatz 


, 5 ccm konz. 
j Kochsaft 


| 5 com Wasser 
+ 0,1 g 1-Tyrosin 
| (z. T. ungeldst) 


| 5 ccm Wasser 
+0,4 g i-Alanin 
j (lést sich auf) 


5 com Wasser 
+0,3 ¢ i-Leucin 
f (z. T. gelést) 








|| Selbstgérung 
in 24 St. 


| 
i] 


0,07 ’ 
0,06 If 


0,07 
0,07 


0,05 
0,05 


0,05 
0,05 


0,05 
0,05 





Nach 
24 Stunden 
Zusatz 
von 


Kochsaft 


. 8g Rohr- 
j zucker 


8 g Rohrzuck. 
+ 5ccm konz. 


Kochsaft 


| 8 g Rohrzuck. 
+ 5ccem konz. 


Kochsaft 


| 8 g Rohrzuck. 
| + 5cem konz. 


Kochsaft 


8 g Rohrzuck. 
+ 5cecm konz. 


Regenerationswirkung 
Kohlendioxyd in g 
nach Tagen 


BE2E SE Be 


0,33 0,45 0,52.0,54 — 
0,33 0,45 0,52 0,54, — 


0,68 0,98 1,20 1,29 1,30 
0,68 0,98 1,20 1,29 1,30 


0,20 0,23 0,24. — 
0,20 0,23 0,24. — 


0,34 0,47 0,57 0,60 
0,35 0,50 0,58 0,59 — 


0,40 0,54 0,60 0,62 0,62 
0,38 0,48 0,53 0,54 0,54 





Zerstorung der Antiprotease durch tiberhitzten 


Wasserdampf. 
Der Kochsaft, welcher seine antiproteolytische Wirkung auch 


bei mehrstiindigem Kochen mit Wasser behiilt, verliert dieselbe 


Tabelle XIV. 


Erhitzen unter Druck zerstért die Antiprotease des 


Kochsaftes. 





© ot oo oo to || Nummer 





11/, ccm Chloro- 
formgelatine von 
9°/,, gemischt 
mit je 1 Vol. 


Datum 


Endotryptase- T 


lésung | emp. 





Wasser 
konz. Kochsaft 


unt. Druck erhitzt. 
§ konz. Kochsaft 


21.Juli 


Wasser 
norm. konz. 
Kochsaft 


gewohnlichem 
Kochsaft 





|: ecm von 0,5 g 
| PreBsaftsirup ” 
vom 24. Jan. 06 

in 4ccm H,O 


” 


= 


» desgleichen 








\ 

j 

\unt. Druck erhitzt 
jf konz. Kochsaft 








Verdaute Gelatine 
in ccm nach Tagen 


220 | 3, 





—— 
ae 


amen 


Soe see 
Yon, armen sie 


rari — came ye. 
we Sere 


a 
nn 


See etvarensets 


owe nee we 
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beim Erhitzen unter Druck. In 2 Versuchen wurde konzen- 
trierter Kochsaft im Autoklaven 3 Stunden auf 150 bis 165° er- 
hitzt. Die rotbraune Fliissigkeit, vom Bodensatz abfiltriert und, 
da sie schwach sauer war, neutralisiert, hatte ihre Schutzwirkung 
fiir Gelatine gegeniiber Verdauungsvorgingen, hervorgerufen 
durch Endotryptase, verloren (Tabelle XIV). 


Antiprotease ist auch in der lebenden Hefe vorhanden. 
Die Méglichkeit, daB der Schutzstoff gegen proteolytische 
Enzyme erst bei der Herstellung des Kochsaftes, also bei der 
Behandlung der Hefe mit kochendem Wasser entsteht, lieB 
sich durch den Nachweis von Antiprotease in der Acetondauer- 
hefe ausschlieBen. UbergieBt man letztere, die also durch Ein- 
tragen von frischer Hefe in Aceton bei gewéhnlicher Temperatur 
und Waschen mit Ather erzeugt wird und daher die Inhalts- 
stoffe der Hefezelle aller Wahrscheinlichkeit nach in nahezu 
unverandertem Zustande enthalt, 3mal auf einem Filter, mit 
etwa der 30fachen Menge kaltem Wasser, das in 3 Portionen 
aufgetragen wird, eine Operation, die etwa 5 Stunden in An- 
spruch nimmt,’) und konzentriert hierauf den Auszug im 
Vakuum auf 15 ccm, so resultiert eine Lésung, welche die Ver- 
fliissigung von Gelatine durch Endotryptase deutlich verzégert 
(Tabelle XV). Es mu8 bemerkt werden, daB dieser Versuch 
nicht immer mit dem gleichen Ergebnis endet, weil nachweis- 
lich (s. Tabelle XVI) auch Endotryptase aus der Dauerhefe in 
Lésung geht, deren EinfluB je nach der Qualitaét der Aceton- 
dauerhefe die Wirkung der Antiprotease verdecken kann. 


Tabelle XV. 


Der wisserige Auszug aus Acetondauerhefe enthalt auch 
Antiprotease. 





: Durch 1 cem Endotryptaselésung 
verfliissigte Gelatine in ccm nach 


11/, cem Chloroform- 
Datum | gelatine von 9°/, ge- 
mischt mit je 1 Vol. 


Nummer 


4. Febr. \ Wasser 
Ps \ konz. wiisserigem Dauer- 
és j hefeauszug 


moo toe 











1) Vgl. die Angaben des Entdeckers dieses Verfahrens: L. Iwanoff, 
Centra bl. f. Bakt. 24, 1, 1909. 





Antiprotease im HefepreBsaft. 197 


Tabelle XVI. 


Der wasserige Auszug aus Acetondauerhefe enthalt auch 
Endotryptase. 





Verfliissigte 
1!/, cem Chloroform- Gelatine 
Datum | gelatine von 9°/,. ge- Enzymlésung in cem nach 
mischt mit je 1 Vol. Tagen 
10 18 


Nummer 


11. Marz d 3 com wisserigen | 0,5 0,9 
Wasser Acetondauerhefe- 
auszug (nicht konz.)| 0,5 0,9 














Auf welchem Wege schiitzt die Antiprotease die 
Gelatine vor Verfliissigung? 

Uber diese interessante Frage liegen bisher nur wenige 
Versuche vor. Uberschichtet man Gelatine mit einer Mischung 
von Endotrypstaselésung und Kochsaft, so tritt nach kurzer 
Zeit Verfliissigung der Gelatine von der Beriihrungsschicht aus 
ein, die aber nach etwa 2 Tagen ein vorzeitiges Ende nimmt. 
Es scheint dies anzudeuten, daB8 die Schutzwirkung der Anti- 
protease nicht auf einer Verbindung des letzteren Stoffes mit 
der Endotryptase beruht, denn zu einer solchen wire vom 
ersten Augenblick an Gelegenheit gegeben, insbesondere wenn 
sie nach Art einer Neutralisation verliefe. Daf die regelrecht 
einsetzende Verfliissigung der Gelatine spiter unterbunden wird, 
laBt eher eine allmahliche Verbindung zwischen Antiprotease 
und Gelatine vermuten, auf die dann die Endotryptase wirkungs- 
los bleibt. 

Auch einige andere Versuche machen es nicht wahrscheinlich, 
daB die verzégernde Wirkung der Antiprotease auf eine Bindung 
der letzteren mit der Endotryptase zuriickzufiihren ist.’) Schichtet 
man eine Endotryptaselésung 1 bis 2 Wochen lang auf Koch- 
saft-Gelatine (zu 9°/,iger Chloroformgelatine, durch Erwarmen 
verfliissigt, wurde 1 Volumen konzentrierter Kochsaft gesetzt 
und nach dem Durchmischen das Ganze wieder erstarren ge- 
lassen), so ist wahrend dieser langen Zeit reichlich Gelegenheit 
zur Festlegung der Endotryptase durch Bindung an die Anti- 
protease des Kochsaftes vorhanden. Zudem wurden durch 


1) Versuche iiber Absorption der Endotryptase durch Blutfibrin- 
flocken s. Buchner und R. Hoffmann, diese Zeitschr. 4, 217, 1907. 
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tigliches Schiitteln der Réhrchen stets neue Schichten der 
Endotryptaselésung mit der Gelatine in Beriihrung gebracht. 
Die schlieBlich abgegossene Endotryptaselésung zeigte aber auf Ce- 
latine noch das urspriingliche Verfliissigungsvermégen (Tab. XVII). 
Im Gegenteil, es trat sogar eine kleine Verstirkung desselben 
ein (vgl. die Versuche 3 und 4 einerseits und die Kontrollver- 
suche 5 und 6 andrerseits), was wahrscheinlich dadurch zu er- 
klaren ist, daB die Endotryptaselésung bei langem Aufschichten 
auf Gelatine durch Wasserabgabe an diese nachweislich an 
Volumen etwas einbiiBt, womit eine Erhchung ihrer Konzentration 
zusammenfallt. 


Tabelle XVII. 
Eine Bindung der Endotryptase an Gelatine oder Anti- 
protease ist nicht nachweisbar. 





ao. 1 ccm Endotryptaselésung | Verfliissigte Gelatine 


gelatine ven (0,5 g PreBsaftsirup in ccm nach Tagen 
9°/o, i t =p 
mit je 1 Vol. 4com H,0) 1/2/3|5/|6| 


} Wasser | Matte 19 ate) i rcceatteal 040-7] —| —| 12 
ae 7 Tage itiber Koch-| 0,2 0,4 
saftgelatine gestanden | 0,2 0,4 
Wasser ae ene bei 22°] 0,1 0,3 

gestanden (Kontrollvers.) | 0,1 0,3! 
yhatte 14 Tage tiber Koch-j 0,5 1,1 
§ saftgelatine gestanden | 0,5 1,1) 
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Uber die quantitative Bestimmung der Milchsaure durch 
Ermittlung der daraus abspaltbaren Aldehydmenge. 


Von 


O. v. Firth und D. Charnass, Wien. 
(Eingegangen am 18. April 1910.) 


Mit 2 Figuren im Text. 


Eine quantitative Bestimmung der Milchséure durch jodo- 
metrische Ermittlung der daraus auf oxydativem Wege abspalt- 
baren Milchséure ist erst von Boas‘), sodann von Jerusalem®*) 
versucht worden. Wie von dem einen*) von uns kiirzlich mit- 
geteilt worden ist, hat sich aus der Erkenntnis schwerwiegender 
Fehler, die bei der letztgenannten Untersuchung unterlaufen 
waren, die Notwendigkeit ergebon, sowohl die Bedingungen der 
Aldehydabspaltung aus Milchsaiure, als auch der titrimetrischen 
Aldehydbestimmung einer griindlichen experimentellen Revision 
zu unterziehen, und sei es uns nunmehr gestattet, die Ergeb- 
nisse derselben mitzuteilen. 

Wie wir vorausschickend bemerken méchten, hat es sich 
gezeigt, daB die Aldehydabspaltung aus Milchsaéure unter ge- 


1) Boas, Eine neue Methode der qualitativen und quantitativen 
Milchsiurebestimmung im Mageninhalt. Deutsche med. Wochenschr. 19, 
940, 1893. 

2) E. Jerusalem, Uber ein neues Verfahren zur quantitativen Be- 
stimmung der Milchsiure in Organen und tierischen Fliissigkeiten (aus- 
gefihrt unter Leitung des a. 6. Professors O. v. Fiirth im physiolo- 
gischen Institut der Wiener Universitat), I. und II. Diese Zeitschr. 12, 
361 und 379, 1908. 

3) O. v. Firth, Berichtigung, betreffend die Mitteilung von Ernst 
Jerusalem, ,,Uber ein neues Verfahren usw.‘‘. Diese Zeitachr. 24, 266, 
1910. 
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wissen Bedingungen, wenn auch nicht geradezu quantitativ, 
doch immerhin so gleichmaBig verliuft, daB ein quantita- 
tives Verfahren der Milchsiurebestimmung recht wohl 
auf diesem Prinzip basiert werden kann. Auch lieB sich 
der Vorgang so weit vereinfachen, da8 derselbe ohne einen 
komplizierten Apparat und besondere Ubung zu erfordern, eine 
Durchfiihrung der Analyse in relativ kurzer Zeit gestattet. 


I. Quantitative Aldehydbestimmung nach der Jodoformmethode 
durch Titration nach Messinger. 


Wir begannen unsere Untersuchung damit, das Verfahren 
der Aldehydbestimmung zu iiberpriifen, und zwar wandten wir 
unsere Aufmerksamkeit zunichst dem von Boas empfohlenen 
und von Jerusalem tibernommenen Verfahren der jodometrischen 
Aldehydbestimmung nach Messinger zu. 

Dasselbe beruht auf der Voraussetzung, daB der Aldehyd 
sich mit alkalischer Jodlésung ganz analog dem Aceton unter 
Jodoformbildung nach der Liebenschen Formel umsetze, also: 
CH,COH-+- 3J,-++ 4NaOH = CHJ,-}+-H -COONa 4- 3NaJ +- 3H,0. 
Siuert man sodann an und titriert das in Freiheit gesetzte 
Jod, so ergibt sich, jedem Molekiile Aldehyd entsprechend, ein 
Manko, und zwar nicht wie Jerusalem gemeint hat, von 3 J, 
sondern von 6J. Denn nicht nur die zur Jodoformbildung 
verbrauchte Jodmenge entgeht der nachfolgenden Titration, 
sondern auSerdem eine aquivalente Menge Jodkali. 

l ccm verbrauchter "/,,-Jodlésung entspricht sonach '/, ccm 
n/ ,-Aldehydlésung, und, da das Molekulargewicht des Aldehyds 
44 betriigt, — = 0,000733 g Aldehyd. (Vgl. Huppert, Ana- 
lyse des Harnes, 10. Aufl., S. 761.) 

Wir legten uns nunmehr die Frage vor, ob sich denn der 
Reaktionsverlauf tatsichlich unter allen Umstinden im Sinne 
obiger Gleichung gestaltet, sobald Aldehyd mit einem Jodiiber- 
schusse in alkalischer Lésung zusammengebracht wird, oder ob 
ein quantitativer Ablauf der Reaktion etwa an bestimmte Be- 
dingungen gekniipft sei. 

1. 


Zur Priifung dieser Frage wurde zunachst von kauflichem reinstem 
Aldehyd (Kahlbaum, Bezeichnung ,,Siedepunkt 21°‘) ein Quantum im 
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verschlossenen Wigeglase genau gewogen, auf 1°/, verdiinnt und die Ti- 
tration in aliquoten Teilen genau nach den Vorschriften der Messinger- 
schen Acetonbestimmung vorgenommen. 

0,05 g Aldehyd verbrauchten 27,1 com "/,)-Jod = 39,8°/, der theore- 
tisch geforderten Menge (= 68,2ccm °/,,-Jod). 

0,05 g Aldehyd verbrauchten 23,5 cem */,9-Jod = 34,5°/, der theore- 
tisch geforderten Menge (= 68,2 ccm °/;9-Jod). 

0,05 g Aldehyd verbrauchten 27,9 ccm ®/,5-Jod = 40,9°/, der theore- 
tisch geforderten Menge (= 68,2 ccm "/;9-Jod). 

0,05 g Aldehyd verbrauchten 25,4 ccm */,9-Jod = 37,2°/, der theore- 
tisch geforderten Menge (= 68,2ccm "/;9-Jod). 

0,05 g Aldehyd verbrauchten 28,0 ccm */;)-Jod = 41,1°/, der theore- 
tisch geforderten Menge (= 68,2 ccm */,9-Jod). 

0,05 g Aldehyd verbrauchten 22,0 ccm */,,-Jod == 32,5°/, der theore- 
tisch geforderten Menge (= 68,2 ccm ®/;9-Jod). 

0,10 g Aldehyd verbrauchten 62,5 cem */,9-Jod = 45 8°/, der theore- 
tisch geforderten Menge (= 136,4 com "/;9-Jod). 

Die Versuchsreihe wurde nunmehr mit der Abweichung wiederholt, 
daB die Aldehydlésung vor der Titration durch Zusatz von 800 com Wasser 
stark verdiinnt wurde: 

0,05 g Aldehyd verbrauchten 51,0 ccm ®/,9-Jod = 74,8°/, der theore- 
tisch geforderten Menge (= 68,2 ccm "/;,9-Jod). 

0,05 g Aldehyd verbrauchten 49,0 ccm */,)-Jod = 71,9°/, der theore- 
tisch geforderten Menge (= 68,2 ccm */;9-Jod). 

0,05 g Aldehyd verbrauchten 54,5 ccm °/;9-Jod = 79,9°/) der theore- 
tisch geforderten Menge (= 68,2 ccm */;9-Jod). 

0,01 g Aldehyd verbrauchten 10,9 ccm */;9-Jod = 79,9°/, der theore- 
tisch geforderten Menge (= 13,6 ccm °/,9-Jod). 


Dieser Versuch zeigt, daB die Titration des Aldehyds im 
héchsten Mae vom Verdiinnungsgrade beeinfluBt wird und 
deB sich in der unverdiinnten Lésung weniger als die Hilfte 
der vorhandenen Aldehydmenge tatsachlich im Sinne der theore- 
tischen Reaktionsgleichung umgesetzt hatte. 


2. 


Um die bei Wagung und Lésung des sehr fliichtigen 
Aldehyds unvermeidlichen Verluste einzuschranken, wurde bei 
einem weiteren Versuche reinster kauflicher Aldehyd (Kahl- 
baum, S.-P. 21°) in ein leer gewogenes Fliaschchen eingefiillt, 
unter Vermeidung jedes Glasverlustes zugeschmolzen, wieder 
gewogen und das Fliaschchen in einer abgemessenen Wasser- 


menge zertriimmert; die so gewonnene Liésung enthielt 0,484°/, 
Aldehyd. 
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Angewandte 
Aldehydmenge 


10com =0 0484 


n ” n 


” = 0,0484 


” 





Ver- 


diinnung | 


mit 
Wasser 
cem 


500 


800 
500 


1000 


n 


n 


retischen 
_ Wertes 1 *) 


————— 


~ 39,5 


Nach Zusatz von n 75 ecm "/;9- 

Jod und eines Ubersch. von 

K jeldahl- Lauge kraftig ge- | | 

schiittelt; nach einigen Mi- 

} | nuten mit Salgsiure ange- 

| siuert und mit Thiosulfat | 
(Staérkekleister) titriert. 


Analoger Vorgang. 


} 


” n 


| rn ” 
Analoger Vorgang, die Jod- 
| l6sung jedoch nicht auf ein- 
| mal, sondern in kleinen Por- 
unter Umschiitteln | 
zugesetst. 


do. 


| tionen 
26,6 
‘s 26,1 
ns 59,2 


80,6 
79,0 
89,6 


Diese Versuchsreihe lehrt, daB die umgesetzte Aldehyd- 
menge nicht nur vom Verdiinnungsgrade, sondern auch von 


fn 


Ha) 














anderen Versuchsbedingungen beeinfluBt 
wird und gréBer ist, wenn die im Uber- 
schusse hinzugefiigte Jodmenge portio- 
nenweise, als wenn dieselbe auf ein- 
mal zugesetzt wird. 


3. 

Um die bei Abmessung und Um- 
fiillung der Aldehydlésungen eintretenden 
Verluste ganz auszuschalten, kam eine 
von dem einen von uns (Charnass) 
angegebene Vorrichtung zur Anwendung; 
dieselbe bestand aus der Kombination 
eines mit einer Hebeeinrichtung versehe- 
nen LitermeBkolbens mit einer Glashahn- 
biirette, die aus beistehender Zeichnung 
ersichtlich ist. 

Das im MeBkolben bis nahe an den 
Boden reichende Rohr (a) war in seinem 


1) d. i. 66 ccm "/;9-Jod fiir 10 com der 
Aldehydlésung = 0,0484 g. 
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unteren Teile etwas erweitert, derart, daB das zugeschmolzene, 
diinnwandige, mit der genau abgewogenen Aldehydmenge ge- 
fiillte Flaschchen in derselben eingeklemmt und durch einen 
leichten Druck gegen den Boden des (bis zur Marke mit Wasser 
gefiillten) MeBkolbens zertriimmert werden konnte. Nach er- 
folgter Mischung wurde nunmehr die Fliissigkeit durch Blasen 
in das seitliche (b) Rohr in die Biirette gehoben und konnte 
nach entsprechender Stellung des Dreiweghahnes (c) nunmehr 
direkt zur Titration abgemessen werden, ohne da irgend ein 
Verlust an Aldehyd durch Abdunsten zu befiirchten gewesen wire. 

Mit einer so bereiteten 0,6135°/,igen Lésung aus konzen- 
triertem kiuflichem Aldehyd (Kahlbaum) wurden nachstehende 
Bestimmungen vorgenommen: 








Ver- | 
Angewandte dinnung 


Aldehydmenge ‘es 


com 


Versuchsmodus 





10cem — 500 | Geringert!berschu8 von Kali-| 
lauge. 


10 Portionsweiser Zusatz der 
0s : . Jodlésung. 
10 ,, : do. 


10 , 100 com Kjeldahl-Lauge, 

+ 80 ccm */,9-Jodlésung in) 

kleinen Portionen unter | 

Schiitteln hinzugefiigt ; alka-) 

lische Lésung tiber Nacht 

stehen gelassen. 

benso ; och mit 50 ecm 64,1 76,7 
K jeldahl-Lauge. 

Die Aldehydiésung tropfen-| 62,0 74,1 
weise zu der alkalischen Jod- 
lésung hinzugefiigt. 
Jodlésung portionsweise 131,4 78,6 

zugesetzt. | 

















4. 

Da uns die kauflichen Aldehydpraparate nicht die Garan- 
tien vollkommener Reinheit zu bieten schienen, wurde eine Rein- 
darstellung des Aldehyds in folgender Art vorgenommen: 

Konzentrierter Aldehyd von Kahlbaum (Bezeichnung 
8.-P. 21°) wurde auf einem auf 40° erwiirmten Wasserbade in 
eine (durch ein Chlorcalciumrohr geschiitzte) Vorlage destilliert. 
Etwa */, der Fliissigkeit ging bei 21° iiber, dann stieg aber die 


1) d. i. 83,6 com %/,9-Jod fiir 10ccm Aldehydlésung = 0,06135 g. 
Biochemische Zeitechrift Band 26. 14 
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Temperatur langsam bis iiber 27°. Jener Teil des Destillates, 
der zwischen 21 bis 26° iibergegangen war, wurde in einem 
Kélbchen mit geschmolzenem Calciumchlorid versetzt, nach 
Kihlung mit Schnee zugeschmolzen und iiber Nacht stehen ge- 
lassen. Sodann wurde neuerlich fraktioniert. Nunmehr ging 
etwa die Hialfte der Fliissigkeit bei 20,8 bis 21,0° iiber. Dieser 
Anteil wurde in einer mit Eis gekiihlten Vorlage aufgefangen, 
sogleich in einem diinnwandigen Kélbchen unter Vermeidung 
jedes Glasverlustes eingeschmolzen und genau gewogen, das 
Kélbchen sodann in dem vorbeschriebenen Biirettenapparat ge- 
bracht, unter Wasser zertriimmert und der Aldehyd so in eine 
0,477°/,ige Lésung tbergefiihrt. 








Ver- | | Ver. | Ent- 
diinnung | sprechend 


, . Prozent 
mit | Versuchsmodus dun Gian. 


Wasser | retischen 
ecm 





Angewandte 
Aldehydmenge 











= | Titrati h Messi 6 | 
10ccm=0,0477 gi 600 ra "oer | 76,2 


10, = - do. | 72,2 
°o,= 800 800ccm Wasser mit 80 ccm 
0, ®/yo-Jod + 5 cem K jeldahl- 73,7 
Lauge; sodann Aldehyd- 
lésung tropfenweise unter 
Umaschiitteln hinzugefiigt ; so-/ 
dann noch 15 ccm Lauge;| 
nach 5 Min. angesduert und) 
titriert. 


Ebenso; jedoch Kihlung. 


Portionenweiser Zusatz der 

Jodlésung; sorgfiltige Kih- 

lung derart, daG beim An- 

jsiuern die Temperatur nicht 

iiber 14° steigt. 

600 |Aldehydiésung in kleinen) 

|Portionen zur alkalischen) 

Jodidsung zugefiigt. 

800 Jodlésung auf einmal zu der) 

ischwach alkaiischen Aldehyd-| 

lésung zugefiigt. 

750 (40 ccm K jeldabl- Lauge| 

|+ tropfenweise 40 ccm Jod, 

'6 Min. energische Kiihiung; 

dann weitere 40 ccm Lauge: 

|Jodformausscheid. : nunmehr| 

‘mit HCl angeséuert, unter 

lenerg. Kiihlung, derart, da8 

Temp. nicht 17° tibersteigt. 

Ebenso; Titration jedoch, 

statt mit Thiosulfat, mit ar- 

seniger Sdure bei Gegenwart) 

eines Uberachusses von Na- 
triumbicarbonat. 











1) ij. e. 65,1 com */,9-Jod fiir 10cem Aldehydlésung = 0,0477 g. 
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(Fortsetzung der Tabelle von S. 204.) 


Ver- | Ver. Ent- 
diinnung brauchte °P rechend 


An, dte 
Al oiaiiainas mit | Versuchsmodus Menge oe 
Wasser | */o-Jod retischen 


com Wertes ') 











2com=—0,00945 g VerdiinnteAldehydlésung mit 120 | 92,2 
40 ccm Kjeidahl-Lauge } 

und in kleinen Portionen | 

mit 20ccm "/,9-Jod versetzt. | 
Kiihlung auf 12°; klare Lé- | 

sung. Nach 5 Min. weitere 
40ccm Lauge. Nunmehr erst 
erfolgt Jodoformabscheidg. | 
Nach 5 Min. vorsichtige) 
Neutralisation mit konz. Salz-! 
sdure unter Kiihlung, derart,| 
daS Temp. 20° nicht tiber- 
schreitet. — Titration mit ar- 
jseniger Saure bei Gegenwart 

von Bicarbonat. 

|Ebenso; jedoch Titration mit 
| Thiosulfat. 

do. 

|Ebenso; geteilt: die eine 
Hialfte mit Thiosulfat, die 


andere HAalfte mit arseniger 
| Saure titriert. 


Ebenso; energische Kiihlung, 
derart, da& Temp. stets unter 
10° bleibt. 


Ebenso. } 
Pe |} 112,0 
|Ebenso; jedoch ohneK iihlung. | 86,0 
82,9 
86,0 


| 





Uberblickt man die mitgeteilten Versuchsreihen, so gelangt 

zu folgendem Ergebnisse: 

Die Titration nach Messinger ergibt fiir den Aldehyd 
nur unter ganz bestimmten Bedingungen brauchbare Werte. 
Vor allem ist zu beachten, daB die Aldehydlésungen sehr ver- 
diinnt sein miissen (etwa 0,01 bis 0,02 g auf 1 }). 

Als zweckmaBigster Vorgang fiir die Ausfiihrung der Be- 
stimmung ergibt sich folgender: 

Etwa 11 der verdiinnten Aldehydlésung (héchstens 0,02 g 
Aldehyd enthaltend) wird auf ungefaihr 12° gekiihlt, mit 40 ccm 
Kjeldahllauge und sodann mit 40 ccm "/,,-Jodlésung in kleinen 
Portionen versetzt. Dabei bleibt die Flissigkeit klar. Nach 


1) Siehe Anm. S. 204. 
14* 
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5 Minuten werden weitere 40 com Kjeldahllauge hinzugefiigt. 
Nunmehr erfolgt Jodoformabscheidung. Nach weiteren 5 Mi- 
nuten wird unter Kiihlung mit konzentrierter Salzséure an- 
gesiuert und dabei Sorge getragen, daB die Temperatur 18° 
nicht iiberschreitet. SchlieBlich wird in der iiblichen Weise 
mit Thiosulfat unter Zusatz von Starkekleister titriert. 

Hat man es mit einer Lésung von unbekanntem Aldehyd- 
gehalte zu tun, so wird es zweckmaBig sein, einen aliquoten 
Teil derselben zu einer approximativen Bestimmung zu _ ver- 
wenden und den Rest dann abermals nach entsprechender 
Verdiinnung auf die optimale Konzentration zu analysieren. 

Bei Nichtbeachtung dieser Vorsichten ergibt die Titration des Al- 
dehydes nach Messinger ganz ungeniigende Resultate. 

So erhielt Boas!) bei Titration von 5 ccm einer 0,479°/,igen 
Aldehydlésung von chemisch reinem Aldehyd (= 0,0239 g Aldehyd) einen 


Verbrauch von im Mittel 14,4 ccm */,,-Jodlésung, wahrend diese Aldehyd- 
menge theoretisch Snort = 32,6 com °/;9-Jod erfordert. Die Titration 
hat also in diesem Falle nur 44,2°/, des richtigen Wertes ergeben. 

Unter ahnlich ungiinstigen Bedingungen hat Jerusalem seine 
Probetitrationen mit bekannten Mengen wenig verdiinnten reinen 
Aldehyds ausgefiihrt und dadurch, daB dieselben nur etwa die Hilfte 
des richtigen Wertes ergaben, konnte er in Unkenntnis des Fehlers 
bleiben, den er durch die Annahme beging, daB 1 Molekiil Aldehyd 
3 Atome Jod (statt 6 Atome Jod) erfordert. Ein Fehler war eben 
durch den anderen annahernd kompensiert worden. 

Zieht man weiterhin die Umstinde in Betracht, unter denen 
Jerusalem bei seinen Milchséurebestimmungen die Menge des auf 
oxydativem Wege abgespaltenen Aldehyds titrimetrisch bestimmt hatte, 
so ergibt sich, daS dabei im Mittel nur 73°/, (als Mittelwert aus 
13 Analysen berechnet) des tatedchlich vorhandenen Aldehyds in Reaktion 
getreten sein diirften. 

Wenn also Jerusalem in einem Versuche z. B. eine Aldehydaus- 
beute = 98°/, des theoretischen Wertes gefunden zu haben meinte, so 
diirfte dieselbe tatsichlich unter Anrechnung des Rechnungs- und Ti- 
trationsfehlers etwa 67°/, betragen haben. 


Wir kommen sonach zu dem SchluBergebnisse, 
da8B die Jodoformmethode auf die Aldehydtitration 
zwar anwendbar ist, jedoch nur unter Einhaltung 
ganz bestimmter Bedingungen (hochgradige Ver- 
diinnung der Aldehydlésung, Zusatz der Jodlésung in 


Lo. 
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kleinen Portionen zur stark alkalischen Lésung, niedere 
Temperatur wahrend des ganzen Vorgangs) praktisch 
brauchbare und anniahernd richtige Werte liefert. 

Die Methode bleibt in ihren Leistungen, wie die weiter 
unten auszufiihrenden Versuche ergeben, weit hinter dem 
Ripperschen Verfahren zuriick. 


II. Quantitative Aldehydbestimmung nach dem Ripperschen 
Verfahren. 


Wir haben uns nunmehr einer Nachpriifung des von 
Ripper’) angegebenen maBanalytischen Aldehydbestimmungs- 
verfahrens zugewendet. 

Dasselbe beruht darauf, da8 eine Aldehydlésung mit einer 
Kaliumbydrosulfitlisung von titrimetrisch ermitteltem Gehalte 
versetzt wird. Es erfolgt eine Bindung des Sulfits durch den 
Aldehyd, und der Sulfitiiberschu8 wird nunmehr auf jodo- 
metrischem Wege bestimmt. 

Da ein Molekii] Aldehyd ein Molekiil des Hydrosulfits 
bindet, die schweflige Saiure aber bekanntlich mit Jod nach 
der Gleichung SO, -++- J, +- 2H,O — H,S0, -|-2 HJ reagiert, ent- 
spricht je 1 ccm */,,-Jod je */, ccm "/,,-Aldehyd oder 

—— = 0,0022 g Aldehyd. 


Also z. B.: 25cm einer Aldehydlésung werden mit 50 ccm einer 
Kaliumhydrosulfitlésung versetzt. Diese 50 com des Hydrosulfits ver- 
moégen, wie die gleichzeitig ausgefiihrte jodometrische Bestimmung lehrt, 
58,3 com */;)-Jod umzusetzen. 

Nach 1/, Stunde wird die unverbrauchte Menge des Sulfits mit Jod 
bei Gegenwart von Starkekleister zuriicktitriert; der Jodverbrauch be- 
trigt nunmehr 5,2 com "/;9Jod. Demnach hat die in den Versuch ge- 
brachte Aldehydmenge 58,3 — 5,2 = 53,1 ccm °/,9-Jod verbraucht; die- 
selbe betriigt sonach 53,1 >< 0,0022 — 0,1168 g Aldehyd. 


A. 


Zu den nachfolgenden Versuchen diente die 0,477°/,ige 
Lésung reinsten Aldehyds, die bei der letzterwahnten Ver- 
suchsreihe zur Anwendung gelangt war. 


1) M. Ripper, Eine allgemein anwendbare maBanalytische Be- 
stimmung der Aldehyde. Monatshefte f. Chem. 21, 1079 und gleich- 
lautend. Sitzungsber. d. Wien. Akad. 109, 845, 1900. 





208 O. v. Fiirth und D. Charnass: 











io. Ver- Daraus berechnete 
h “% brauch Aldehydmenge 
poe Tod Jodmenge 
a as. | entspricht Pro- 
meng."/;9-Jod hod “sunt Os rig 
ecm | com ail forderten Wertes 


Angewandte 
Aldehydmenge 





Verdiinnung 
mit Wasser 





100 86,1 99,2 
58,3 53,1 98,0 
57,0 52,5 | 
57,0 52,9 97,6 
60,0 53,5 
61,3 51,9 
61,3 52,2 
47,3 41,3 
48,0 33,9 
47,2 19,6 
47,2 21,3 
28,2 19,5 
47,1 22,3 
25,0 21,5 
25,0 17,0 
47,0 10,3 
20,0 10,2 
15,0 
12,4 
10,0 8,6 

9,0 6,4 
6,6 6,1 
6,0 4,3 
5,6 3,9 
5,0 22 
5,0 2,2 
4,7 1,9 
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2. 


Es wurde weiterhin ein Praparat von reinstem Al- 
dehyd in folgender Weise hergestellt : 

Ein Praparat ,,Aldehyd absolut Merck“ wurde der 
Destillation unterworfen. Dasselbe zeigte keinen konstanten 
Siedepunkt. Die zwischen 23 bis 28° iibergehende Fraktion 
wurde abgetrennt, iiber geschmolzenem Calciumchlorid stehen 
gelassen und das zwischen 22 bis 26° iibergehende Destillat ge- 
sondert weiter verarbeitet. Dasselbe wurde nochmals mit 
Calciumchlorid stehen gelassen. Bei neuerlicher Destillation unter 
Eiskiihlung in eine durch Calciumchlorid geschiitzte Vorlage 
wurde nunmehr ein Praparat erhalten, das einen konstanten 
Siedepunkt von 20,2 bis 20,8° aufwies. Dasselbe wurde sogleich 
eingeschmolzen, gewogen und mit Hilfe des oben beschriebenen 
Biirettenapparates in eine 0,80568°/,ige Lésung iibergefiihrt. 
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Titrationsversuche ergaben: 





, Ver- Daraus berechnete 
Angewandte /|Vorgelegtes Bisulfit 
; b A 
Aldehydmenge enteprechend einer b comer ond deh ydmenge 
Es Jodmenge */,9-Jod |", /r0-S | entspricht Pro- 
| | gent des ge- 
ccm | g ecm _ oom g |forderten Wertes 











5 | 0,0403 23,7 17,8 | 00392 | 97,2 
10 | 0,0806 47,5 36,7 0,0807 100,1 
15 | 0,1208 61,7 54,3 0,1195 | 98,9 
Das Rippersche Verfahren leistet also Vorziig- 
liches und kommen die damit erzielten Werte, von 
hochgradigen Verdiinnungen abgesehen, den theo- 
retischen Werten auBerordentlich nahe. Auch ist die 
Anwendung desselben eine so bequeme und so wenig 
zeitraubende, daB wir nicht im Zweifel dariiber sein 
konnten, daB das Jodoformverfahren bei der Milch- 
siurebestimmung zu verlassen und durch das Ripper- 
sche Verfahren zu ersetzen sei. 


3. 

Destillation des Aldehyds. Wir haben weiterhin Ver- 
suche ausgefiihrt, um uns zu vergewissern, da8 der von uns 
angewandte, weiter unten zu beschreibende Destillationsapparat 
derart beschaffen war, da8 man auf eine vollstandige Absorption 
des aus einer Reaktionsfliissigkeit abdestillierenden Aldehyds in 
den Vorlagen rechnen konnte. 

a) 20 com einer Aldehydlésung 0,477°/, (—0,0954 g) wurden mit 
300 ccm Wasser in den Kolben des Destillationsapparates gebracht und 
die Destillation durchgefiihrt. Das Destillat wurde auf 250 com auf- 
gefiillt und in 2 Proben zu 100ccm die Bestimmung nach Ripper vor- 

16,4 a 
eal Mitel 16,1 oom 
®/,9-Jod fir 100 ccm des Destillates, somit fiir die Gesamtmenge des 
Destillates 16,1 >< 2,5 — 40,25 ccm, entsprechend einer Aldehydmenge 
40,25 >< 0,0022 — 0,0886 Aldehyd. Ausbeute: 92,3°/. 

Die direkte Titration derselben Aldehydlésung ergab fiir 10 ccm 
Aldehydlésung (0,0477) einen Jodverbrauch 20,6 com %/,9-Jod, ent- 
sprechend 0,0453 g Aldehyd und einer Ausbeute von 95,0°/). 

b) Destillation bei Gegenwart von Permanganat. 25 ccm 
einer Aldehydlésung 0,8056°/, (== 0,2014 g) wurden mit 300 com Wasser 
in den Kolben des Destillationsapparates gebracht und wiahrend der 
Destillation 5 ccm einer halbnormalen Permanganatlisung zugetropft. 
Das Destillat wurde auf 300 com aufgefiillt und in 3 Portionen zu je 
100 cem nach Ripper titriert. Der Jodverbrauch betrug 29,4 + 30,9 














genommen. Die verbrauchte Jodmenge betrug : 
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+ 29,5= 89,8 com */;9-Jod, entsprechend 89,8 >< 0,0022 = 0,1975 g Aldehyd 
und einer Ausbeute von 98,1 °/». 

c) Destillation aus schwefelsaurer Lésung bei Gegen- 
wart von Permanganat. 25 ccm einer Aldehydlésung 0,8056°/, 
(= 0,2014 g) wurden mit 300 com Schwefelsiure 1°/, unter Zutropfen von 
10 ccm halbnormaler Permanganatlésung destilliert. Die Gesamtmenge 
des Destillates verbrauchte 83,9 ccm "/,9-Jod, entsprechend 0,1846 g 
Aldehyd und einer Ausbeute von 91,7°/». 


Ill, Oxydative Aldehydabspaltung aus Milchsiure. 
1. Prinzip. 


Nachdem so durch Ermittlung eines zweckmaBigen Vor- 
ganges bei der Ausfiihrung der Aldehydbestimmung eine feste 
Basis gewonnen war, konnten wir nunmehr an die Milchséure- 
bestimmung als solche herangehen. 

Was zunachst das Prinzip derselben betrifft, haben wir 
dabei das Verfahren Jerusalems verlassen und von demselben 
nur einen Bestandteil, nimlich das Eintropfen des Per- 
manganats in die kochende, schwefelsiurehaltige 
Milchséurelésung beibehalten. Eine sehr wichtige Ab- 
weichung ergab sich jedoch auch hierbei, insofern wir eine 
Schwefelsiurekonzentration von iiber 5°/, als durchaus 
unzweckmaBig und fiir die Aldehydausbeute nachteilig fanden, 
wahrend Jerusalem zu 100 bis 150 ccm seiner Milchséure- 
lésung 10 ccm konzentrierte Schwefelsdure hinzugefiigt, demnach 
eine weit hdhere Schwefelsdurekonzentration angewendet hatte. 
Dieser Umstand diirfte in erster Linie seine geringen Aldehyd- 
ausbeuten, die, wie oben erwahnt, tatsichlich nur etwa 67°/, 
betrugen, verschuldet haben. 

Wir haben ferner die Bestimmung nicht, wie Jerusalem, 
unter Durchleitung eines Luftstromes durchgefiihrt, 
sondern in einem geschlossenen System; es ist dies zweifel- 
los ein Vorteil, da immerhin die Gefahr besteht, da8 der Luft- 
strom kleine Aldehydmengen durch die Vorlage hindurch ent- 
fiihrt, vor allem aber deshalb, weil damit die Notwendigkeit 
einer komplizierten Apparatur entfallt und dieselbe durch 
einen einfachen Destillationsapparat ersetzt werden kann. 

Wir haben schlieBlich, wie erwahnt, die Aldehydbestimmung 
nach Messinger durch diejenige nach Ripper ersetzt und 
die der ersteren anhaftenden Fehlerquellen somit ausgeschaltet. 
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2. Versuchsanordnung. 
Unsere Versuchsanordnung') wird aus beistehender Zeich- 
nung ersichtlich. 





























Fig. 2. 


Der ca. */, 1 fassende Jenaer Kolben a ist zur Auf- 
nahme der zu analysierenden Milchséure-Lésung sowie von 
300 ccm verdiinnter (am besten 1°/,iger) Schwefelsiure be- 
stimmt. Derselbe tragt den mittels eines (mit Spiralfedern 
versicherten) Glasschliffes eingepaBten, mit einer Teilung ver- 
sehenen 50 ccm fassenden Tropftrichter 6, der in ein in eine 
Spitze ausgezogenes Rohr ausliuft und zur Aufnahme einer 
®/,o°-Permanganatlésung bestimmt ist. 

Seitlich tragt der Kolben ein nicht zu enges Ansatzrohr c, 
das ihn mit dem Kihler verbindet. 

Wir haben, um unter méglichst reinen Versuchsbedingungen 
zu arbeiten und da wir Verluste an Aldehyd durch Beriihrung 
der Dampfe desselben mit Kautschuk befiirchteten, den Kihler 


*) Der Apparat wird hergestellt von der Glasblaiserei H. Gareis, 
Wien IX., Hérlgasse. 
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mit dem Destillationskolben und dem VorstoBe durch Glas- 
schliffe d und e verbunden, und zwar beniitzten wir solche 
von halbkugeliger Form, wie sie von dem einen von uns 
(Charnass) angegeben worden sind. Dieselben besitzen gegen- 
iiber den gewdbnlichen Glasschliffen den groBen Vorteil der 
freien Beweglichkeit eines Kugelgelenkes, was die Manipulationen 
auBerordentlich erleichtert. An Glashikchen festgemachte 
Spiralfedern aus Metall driicken die beiden Schliffe der Kugel- 
gelenke gegeneinander und sichern den Schlu8 derselben. 

Wir haben uns jedoch spater durch Parallelversuche davon 
iiberzeugt, daB auch Kautschukverbindungen keinen merklichen 
Aldehydverlust bewirken. Die Glasschliffe d und e kénnen also 
ohne weiteres durch gew6hnliche Kautschukstopfen ersetzt werden. 

Der Kiihler f besitzt ein Kihlrohr mit birnférmigen Aus- 
nehmungen. Dieselben kommen nicht nur dem Kiibhleffekte 
zustatten, sondern verhindern auch das Zuriicksteigen der Vor- 
lagenfliissigkeit in den Destillationskolben und machen so das 
Riickschlagventil g, das wir vorsichtsha!ber in dem VorstoBe h 
angebracht hatten, iiberfliissig. 

Der letztere ist durch einen doppelt gebohrten Gummi- 
stopfen i mit dem als Vorlage dienenden 300 ccm fassenden 
MeBzylinder k verbunden. Die zweite Bohrung des Stopfens 
trigt den Kugeltrichter J, der einen Wasserverschlu8 des 
Systems ermdglicht. Im Interesse einer bequemeren Mani- 
pulation und um den Kugeltrichter / und den VorstoB A jeder- 
zeit leicht aus dem Stopfens herausnehmen zu k6énnen, hatten 
wir in die Bohrungen des Stopfens Glasréhrchen eingepaBt, 
die wiederum die Réhren des Kugeltrichters und des VorstoBSes 
mittels Schliffen aufnahmen. Doch kann auch diese Komplikation 
selbstverstindlich wegbleiben und der Apparat iiberhaupt mit 
den einfachsten Mitteln improvisiert werden. 

Nach Beendigung des Versuches wird der Apparat aus- 
einander genommen und der Gummistopfen ¢ im Messingzylinder, 
der nunmehr das Destillat enthalt, durch einen eingeschliffenen 
Glasstépsel ersetzt. 


3. Ausfiihrung der Milchsaéurebestimmung. 
Die Ausfiihrung einer Milchséurebestimmung gestaltet sich 
nun folgendermaBen: 
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Der Kolben a wird mit 300 ccm verdiinnter Schwefelsiure 
(am besten 1°/,ig) und mit der zu analysierenden Milchsaure- 
lésung beschickt. Die Menge der Milchsiure wird zweckmaBiger- 
weise 0,4 g nicht iiberschreiten. 

Sodann wird der Tropftrichter 6 durch Ansaugen (mit 
Hilfe eines in seine obere Offnung eingepaBten Gummistopfens 
mit Schiauchansatz) von unten her mit einer */,,-Kalium- 
permanganatlésung bis zum Beginne seiner 50 ccm fassenden 
Teilung gefiillt und dabei darauf geachtet, daB sich unterhalb 
des Glashahnes nicht etwa Luftblasen befinden. Der gefiillte 
Tropftrichter wird fest in den fiir ihn bestimmten, leicht ge- 
fetteten Glasschliff eingesetzt und der Verschlu8 durch Ein- 
hangen der Spiralfedern versichert. 

Jetzt wird der MeBzylinder k mit etwa 50 com Wasser 
beschickt, der Gummistopfen ¢ eingesetzt, der VorstoB h ein- 
gefiigt, dieser mit dem Kihler / und der letztere durch das 
Ansatzrohr c mit dem Destillationskolben verbunden. Nunmehr 
setzt man noch den Kugeltrichter /, dessen Kugeln zur Halfte 
mit Wasser gefiillt sind, in die fiir ihn bestimmte Bohrung 
des Gummistopfens i ein und iiberzeugt sich endlich von dem 
genauen Schlusse aller Verbindungen und dem Funktionieren 
der Kiihlung. 

Nunmehr wird die Fliissigkeit in Destillationskolben a 
mit Hilfe eines Drahtnetzes vorsichtig angeheizt und zum 
Kochen gebracht. Man setzt das Kochen so lange fort, bis 
alle Luft aus dem Apparate vertrieben ist und die Fliissigkeit 
der Vorlage in dem VorstoBe A zuriickzusteigen beginnt. Erst 
dann wird mit der Oxydation begonnen, und zwar in der 
Weise, daB man, wahrend die Fliissigkeit im Destillations- 
kolben in maBigem Sieden erhalten wird, die Permanganat- 
lésung tropfenweise zuflieBen laBt. Der ZufluB wird derart 
reguliert, daB8 stets bereits Entfarbung der Fliissigkeit statt- 
gefunden hat, wenn der nachste Tropfen hineingelangt, die 
Destillation etwa derart, daB die Tropfen aus dem Tropftrichter 
und dem Kiihler ungefahr im gieichen Rhythmus fallen. 

Man erkennt das Ende der Milchséureoxydation daran, 
daB die Filiissigkeit sich nach dem Einfallen der Permanganat- 
tropfen nicht mehr entfarbt, vielmehr eine braunrote Farbung 
annimmt und sich (infolge Braunsteinabscheidung) triibt. 
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Man liest nunmehr den Permanganatverbrauch am Tropf- 
trichter ab, la48t noch einige Kubikzentimeter Permanganat zu- 
flieBen und setzt die Destillation weiter fort, bis noch etwa 
weitere 100 com iibergegangen sind. Dann trennt man die 
Verbindung zwischen Kiihler und VorstoB, entfernt den Gummi- 
stopfen i, spilt den Inhalt des Kugeltrichters / in den MeB- 
zylinder &, fiillt auf 300 ccm auf, verschlieSt den Zylinder mit 
dem zugehérigen eingeschliffenen Glasstépsel und mischt gut 
durch. 

Die Aldehydbestimmung im Destillate wird nun in 
folgender Art vorgenommen: 

Das 300 ccm betragende Destillat teilt man nunmebr in 
3 gleiche Portionen, indem man mit einer Pipette je 2 Por- 
tionen zu 100 ccm in 2 etwa 400 ccm fassende Glasstépsel- 
flaschen abmift; die 3. Portion bleibt im MeBSzylinder zuriick. 

Jede dieser Portionen wird nunmehr mit einer abgemessenen 
Menge einer annahernd®/,,-Kaliumhydrosulfitlésung (bereitet 
durch Auflésen von 6 g Kaliumhydrosulfit in 11 Wasser) versetzt, 
und zwar muB8 dieser Zusatz derart bemessen sein, daB aller 
im Destillate vorhandene Aldehyd gebunden werden kann und 
dann noch ein nicht allzu kleiner Sulfitiiberschu8 iibrig bleibt. 

0,1 g Milchsaéure liefert theoretisch 0,04898 Aldehyd, d. i. eine 
Menge, die befahigt ist, 22,22 ccm °/;9>-KHSO, zu binden, also eine 
Bisulfitmenge, die 22,22 ccm "/;9-Jod erfordert. Fiir die Gesamtmenge 
des Destillates geniigt also je 40 ccm */,9-KHSO;, entsprechend je 
0,1 Milchsaure. 

Ein MaB fiir die Menge vorhandener Milchsiure bietet der Ver- 
brauch an Permanganat bis zur Beendigung der Oxydation. 

1 com */;9-Milchséure erfordert zur Oxydation in saurer Lésung 
nach der Gleichung CH, .CH(OH). COOH + 0 = CH,.COH-++ H,O-+CO,, 
je 1 com "/;9-O oder 2 com */;9-KMnQ,. 

Andererseits liefert je 1 com */,9-Milchsiure je 1 ccm "/,9-Aldehyd, 
dieser bindet 2 ccm "/,;9-KHSO, und diese wiederum 2 com */;,-Jod. 

Der schlieBliche Verbrauch an Kubikzentimeter */,9-Jod bei der 
Titration nach Ripper sollte also theoretisch gleich sein der Zah] Kubik- 
zentimeter "/,;9-KMnQ,, der zur Oxydation der Milchsaiurelésung gebraucht 
wird. Und wenn sich diese Werte auch in praxi nicht vollkommen 
decken, so orientiert uns doch der Permanganatverbrauch in ausreichen- 
der Weise iiber die zu erwartende Aldehydmenge. 

Man 1a8t die mit dem Bisulfitiiberschusse versetzten aldehyd- 
haltigen Destillate nunmehr nach kraftigem Umschiitteln min- 
destens */, Stunde bei Zimmertemperatur stehen. 
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Man beniitzt diese Zeit, um den Titer der angewandten 
Bisulfitlésung zu stellen, und zwar indem man mehrere 
Portionen derselben zu je 20 com Wasser verdiinnt und nach 
Zusatz einer klaren Lésung von ldslicher Starke mit ®/,,-Jod- 
lésung titriert. Der Mittelwert dieser Bestimmungen wird als 
Titer der angewandten Bisulfitlésung in Rechnung gebracht. 
Derselbe ist sehr veranderlich und verschiebt sich von einem 
Tage zum andern in sehr merklicher Weise. 

SchlieBlich wird jede der 3 Portionen nach Zusatz von 
Starkelésung mit °/,,-Jodlésung bis zur beginnenden Blaufarbung 
titriert. Eine Ubertitration kann durch Mehrzusatz von Bi- 
sulfitlésung aus einer Biirette kompensiert werden. 

Die Art der Analysenberechnung mag durch ein Bei- 
spiel klargemacht werden: 

30 com einer 0,5423°/, igen Lésung von milchsaurem Lithium, 
0,1525 g freie Milchsiure enthaltend, werden zu 300 com Wasser hinzu- 
gefiigt; nach Zusatz von 3 com konz. Schwefelséure wird die Oxydation 
durch Zutropfen von 40 ccm /;9-KMnO, vorgenommen. Das Destillat 
wird auf 300 ccm aufgefiillt. Das Destillat wird in 3 Portionen geteilt: 

a) 100 com Destillat: 20 com KHSO, (Titer: 10 com KHSO,; = 
9,1 ccm "/;9-Jod) vorgelegt; 0,2 com KHSO, iibertitriert. 


Im ganzen vorgelegt: 20,2 com KHSO, entsprechend 18,4 ccm °/;9-Jod 
Zuricktitriert 78 « 
Verbraucht 10,8 ,, ” 


b) 100 ccm Destillat: 
Vorgelegt 20 ccm KHSO,, entsprechend 18,2 com */,9-Jod 
Zuricktitriert G2 x “ 
Verbraucht 10,1 ,, i 
c) 100 ccm Destillat: 
Vorgelegt 20 ccm KHSO,, entsprechend 18,2 com */;9-Jod 
Zuriicktitriert 8,1 ,, a 
Verbraucht 10,1 ,, * 
1 com */;9-Jod entspricht 4/, com °/,9-Aldehyd, demnach '/, com 
®/,9-Milchséure — 0,0045 g Milchsaure. 
Im ganzen fiir 300 ccm Destillat verbraucht 10,8 
10,1 
10,1 
“31,0 com */9-Jod 
= 31,0 >< 0,0045 g = 0,1395 g Milchsaure. 
Ausbeute: x: 100 —0,1395 : 0,1525. 
x= 91,4°/,. 


Eine Milchséurebestimmung ist nach der beschriebenen 
Methode mit Einschlu8 der Vorbereitungen leicht innerhalb 
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2 Stunden ausfiihrbar, ohne wahrend dieser Zeit staindige Be- 
aufsichtigung zu erfordern. Stehen 2 Apparate zur Verfiigung, 
so ist die gleichzeitige Anstellung von Doppelbestimmungen 
leicht durchfiihrbar. 


4. Analysenmaterial. 


Als Material fiir unsere Analysen beniitzten wir, der Emp- 
fehlung von Hoppe-Seyler und Araki’) entsprechend, das 
Lithiumsalz der Milchsaure, das durch seine hervorragende 
Krystallisationsfahigkeit, seine Leichtléslichkeit, seinen Mangel 
an Krystallwasser und durch die Méglichkeit, dasselbe un- 
zersetzt scharf zu trocknen, fiir diesen Zweck besonders geeignet 
erscheint. 

Eine Reihe unserer Analysen wurden mit dem kauflichen 
Kahlbaumschen Praparate ausgefiihrt (A). 

Um etwa anhaftende alkohollésliche Salze von Fettsiuren 
u. dgl. mit Sicherheit zu entfernen, wurde weiterhin ein Pra- 
parat von milchsaurem Lithium (Kahlbaum) 2mal mit ab- 
solutem Alkohol ausgekocht, aus Wasser umkrystallisiert, die 
Mutterlauge scharf abgesaugt, das Salz bei 110° zur Gewichts- 
konstanz getrocknet (B). 

Das Praparat wurde, um seine Reinheit zu konstatieren, 
auf seinen Lithiumgehalt untersucht. 

a) 0,5675 g milchsaures Lithium gaben 0,2095 Li,CO,: Li 6,98°/, 
b) 0,2895 g % * » 09,1595 Li,SO,: Li — 7,01%/, 
c) 0,6316 g Pr ” »  0,3566 » th 7,199, 
d) 0,7308 g o” o »  0,4098 a 228 7,14%, 
Milchsaures Lithium erfordert theoretisch 7,29°/,. 

Um jedoch jeden Zweifels iiber die Reinheit unseres 
Analysenmaterials iiberhoben zu sein, gingen wir bei einer 
weiteren Darstellung von dem schwer lislichen Zinklactat 
aus, da zu erwarten war, daB dasselbe von allen leicht lés- 
lichen Beimengungen von vornherein frei sei und fiihrten 
dieses in das Lithiumlactat iiber. 

Zu diesem Zwecke wurden 50 g krystallisierten Zinklactates 
(Kahlbaum) in 500 ccm heiBen Wassers unter Zusatz eines 
groBen Uberschusses sirupéser Phosphorsaure gelést. Die klare 


1) Zeitschr. f. physiol. Chem. 20, 365. 
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Lésung wurde mit der 4fachen Menge reinen Kahlbaumschen 
Athers ausgeschiittelt, die abgetrennte atherische Lésung durch 
ein trockenes Doppelfilter gegossen. Sodann wurde die wisserige 
Schicht mit Ammonsulfat gesittigt und nochmals mit Ather 
ausgeschiittelt. Der nach Abdunsten des Athers aus den ver- 
einigten atherischen Lésung resultierende Sirup wurde in Wasser 
geldst, die Lésung mit einem Uberschusse von Lithiumcarbonat 
gesattigt, bis kein Aufbrausen mehr erfolgte und alkalische 
Reaktion eingetreten war; nun wurde tropfenweise sirupése 
Milchséure (Kahlbaum) hinzugefiigt, bis die Reaktion wieder 
stark sauer geworden war. Beim Einengen am Wasserbade 
schied sich ein Krystallbrei ab, dieser wurde auf einem ge- 
hirteten Nutschfilter gesammelt, griindlich mit 95°/,igem, dann 
wiederholt mit heiBem absolutem Alkohol, schlieBlich mit Ather 
gewaschen und bei 108° getrocknet (C). 

Ein Einflu8 dieser Reinigungsprozeduren auf die Analysen- 
resultate dem kiuflichen Salze gegeniiber war iibrigens nicht 
wahrnehmbar. 


5. Analysen von milchsaurem Lithium. 


Wir teilen nunmehr eine Reihe von Bestimmungen in 
tabellarischer Form mit (S. 218), die zur Priifung des Milchsaure- 
bestimmungsverfahrens mit bekannten Mengen milchsaurem 
Lithium ausgefiihrt worden sind. 

Den Analysen haftet also ein mittlerer Fehler von etwa 
11°/, an. Derselbe diirfte durch Uberoxydation des Aldehyds 
bedingt sein. 

Wir haben zahlreiche Versuche ausgefiihrt, um diesen Fehler 
auszuschalten. So versuchten wir die Erhéhung der Schwefel- 
siurekonzentration iiber 5 und ihre Herabsetzung unter */,°/,, 
den Ersatz der Schwefelséure durch Phosphorsaure und Essig- 
saure, den Ersatz der Permanganatlésung durch Braunstein. Wir 
versuchten ferner, die Schwefelsiure sowie die Milchséurelésung 
allmahlich zutropfen zu lassen, statt sie von vornherein zuzu- 
setzen u. dgl. Alle diese Versuchsmodifikationen bewirkten eine 
Abnahme der Aldehydausbeute, die auch (s. 0.) durch Sattigung 
der Reaktionsfliissigkeit mit Neutralsalzen (um die Austreibung 
des Aldehyds etwa zu erleichtern und Kondensationsvorgange 
zu erschweren) nicht gesteigert werden konnte. 
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Der Fehler, der unserem Verfahren anhaftet, ist, wie ein 
Blick auf obige Tabelle lehrt, ein so konstanter, daB man ver- 
suchen kann, ilim (solange es noch nicht gelungen ist, denselben 
durch eine Verbesserung des Verfahrens auszuschalten) durch 
eine Korrektur Rechnung zu tragen. 

Will man dies tun, so wird man es in der Weise erreichen 
kénnen, da8 man bei Berechnung der Analysen die Zahl der 
bei der Bestimmung nach Ripper verbrauchten Kubikzenti- 
meter "/,,-Jodlésung, statt mit dem theoretischen Faktor 0,0045 
mit dem um 11°/, vermehrten Faktor 0,045 +- 0,000495, also 
{abgerundet) mit 0,005 multipliziert, um die Gewichtsmenge 
Milchséure zu ermitteln. 

Wir werden es nunmehr als unsere Aufgabe betrachten, 
das Verfahren der Milchséureextraktion aus Blut, Harn, 
Milch und tierischen Geweben einer Revision zu unterziehen. 


Zusammenfassung. 


l. Die titrimetrische Aldehydbestimmung nach der 
Jodoformmethode liefert nur unter Einhaltung ganz be- 
stimmter Versuchsbedingungen (hochgradige Verdiinnung der 


Aldehydlésung, Zusatz der Jodlésung in kleinen Portionen zu 
der stark alkalischen Lésung, Einhaltung einer niederen Tem- 
peratur waihrend des ganzen Prozesses) praktisch brauchbare 
Werte. 

2. Die Methode wird in ihrer Leistungsfahigkeit von dem 
auf Bisulfitaddition basierenden jodometrischen Verfahren 
nach Ripper ganz betrachtlich iibertroffen. Dieses liefert unter 
den verschiedensten Versuchsbedingungen Werte, die den theo- 
retischen Werten auBerordentlich nahe kommen. 

3. Die oxydative Aldehydabspaltung aus Milch- 
saure verliuft unter gewissen Versuchsbedingungen, wenn auch 
nicht geradezu quantitativ, so doch derart gleichmaBig, da8 
ein quantitatives Verfahren der Milchséurebestimmung sehr 
wohl auf diesem Prinzip basiert werden kann. 

4. Die wesentlichen von uns eingefiihrten Modifikationen 
des Verfahrens beziehen sich auf die Elimination eines 
komplizierten Apparates und den Ersatz desselben durch eine 
einfache Destillationsvorrichtung, auf die Ausschaltung der 


Luftdurchleitung wahrend der Bestimmung, auf die Herab- 
Biochemische Zeitschrift Band 26. 15 
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setzung der Schwefelsiurekonzentration, bei der die Permanganat - 
oxydation der Milchséure vorgenommen wird und auf den Ersatz 
der Jodoformmethode durch das Rippersche Verfahren bei 
der titrimetrischen Aldehydbestimmung. 

5. Die Aldehydausbeute betrug in 23 Kontrollanalysen 
mit milchsaurem Lithium 86,1 bis 93,1, im Mittel 89,2°/, des 
theoretisch geforderten Wertes. Dem sehr konstanten Fehler 
kann Rechnung getragen werden, indem man bei den Analysen 
nach Ripper die Zahl der verbrauchten Kubikzentimeter 
n/,,-Jodlésung (statt mit dem theoretischen Faktor 0,0045) mit 
0,005 multipliziert, um die Gewichtsmenge Milchsaéure zu er- 
mitteln. 





Bemerkungen zu den ,Studien iiber Kataphorese von 
Fermenten und Kolloiden* von H. Iscovesco’). 


Von 


A. v. Lebedew, Moskau. 


(Eingegangen am 21. April 1910.) 


In der oben genannten Arbeit schreibt der Verfasser?): ,,Lebedew 
hat die Wirkung von Elektrizitaét auf Enzyme studiert. Er hat Wechsel- 
stréme benutzt; er hat auch einige Untersuchungen mit Gleichstrom an- 
gestellt, aber er hat Energien benutzt, die fiir diese Untersuchungen 
geradezu furchtbar sind, und es kann nicht wundernehmen, daB er ge- 
funden hat, daB das Ferment stark geschidigt war.‘ 

Die schadigende Wirkung des starken Stromes (8 Amp.) auf die 


Diastase wurde von mir selbst betont*); wenn aber der Verfasser auch 
meinen Versuchen mit Wechselstrémen denselben Vorwurf macht, so 
méchte ich erwidern, daB ich mit Strémen von fast derselben 
Intensitat (0,013 bis 0,023 Amp.)*) wie Iscovesco (0,019 Amp.)5) 
gearbeitet habe, allerdings war die Spannung bei meinen Versuchen 
hoher. 

Nun behauptet Iscovesco, daB eben die Spannung an und fiir 
fiir sich schon eine vernichtende Wirkung auf die Enzyme ausiibt. DaB 
diese Behauptung ganz willkiirlich ist, kann man aus der folgenden 
Gegeniiberstellung der 2 Tabellen leicht ersehen. 

Die Tabelle A (links) stellt in Joule (nach Iscovesco sollen es 
Watt sein) die von ihm in 12 Versuchen angewandten Energiemengen 
dar. Die Kurven der Wirkung der Katalase, die dem Strom ausgesetzt 
war, stimmen im groBen und ganzen mit diesen Zahlen iiberein. Daraus 
zieht der Autor den SchluB, da8B nicht die Starke des Stromes allein, 
sondern die ganze angewandte Energiemenge bei der Einwirkung des 
Stromes auf die Enzyme ausschlaggebend sei. 


1) Diese Zeitschr. 24, 53, 1910. 
2) lc. S. 60. 

3) Diese Zeitschr. 9, 391, 1908. 
4) l. c., S. 394 bis 395. 

5) Lc, S. 63. 
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Rechts die Tabelle B enthalt die Umrechnung in Ampérestunden, 


Tabelle A Tabelle B 
Figur (in Joule) (in Ampérestunden) 
2 898,56 0,4160 
3 279,41 0,1848 
4 6,91 0,0030 
5 1209,60 0,6720 
6 168,78 0,0552 
7 9,33 0,0036 
8 5,18 0,0048 
9 0,54 0,0005 
10 190,96 0,0660 
ll 142,56 0,0660 
12 22,44 0,0136 
13 42,21 0,0259 


Vergleicht man die entsprechenden Zahlen der beiden Tabellen mit dem 
Verlauf der oben genannten Kurven, so fallt die viel bessere Uberein- 
stimmung der Zahlen der Tabelle B auf. Besonders in diesem Sinne sind die 
Versuche 7 und 8 bezeichnend, deren Kurven gerade nach den von mir 
ausgerechneten Zahlen und nicht nach denen des Autors verlaufen. 

Demzufolge darf man noch mit gréBerer Berechtigung sagen, daB 
nicht die Spannung, sondern die Dauer und die Starke des Stromes 
wichtig sind, wenn man die vernichtende Wirkung des Stromes auf die 
Enzyme selbst vermeiden will. Nun dauerten meine Versuche nicht 
linger als 3, die von Iscovesco bis 48 Stunden! Dazu kommt noch, 
daB gerade die Katalase fiir solche lange dauernden Versuche ihrer 
groBen Empfindlichkeit wegen nicht geeignet ist. 

Die Versuchsanordnung des Verfassers bietet dafiir keine Garantie, 
daB die Nebenwirkungen des Gleichstromes ausgeschaltet sind, da die 
Kontrolle der Reaktion des Mediums (sauer oder alkalisch) noch keine ge- 
niigende Biirgschaft gibt, da8 die Wirkung der die Elektrolyse begleitenden 
und eventuell die Katalase schidigenden Nebenreaktionen?) aufgehoben ist. 

Gerade um diese Elektrodenwirkungen zu vermeiden, habe ich die 
Wechselstréme und bei Versuchen im sauren Medium (I. c., S. 402) 
diese in Verbindung mit Normalelektroden*) angewandt. 

Was die iibrigen Versuche von Iscovesco betrifft, so darf man 
iiberhaupt keinen groBen Wert auf die kataphoretischen Versuche mit 
Enzymen in ,,physiologischen Filiissigkeiten‘‘ legen, wenn man bedenkt, 
wie stark der Sinn der Wanderung von Teilchen lyophiler Solen (wie es die 
Enzyme héchst wahrscheinlich sind) von der Reaktion des Dispersionsmittel 
abhangt. Infolgedessen kénnen auch die Ergebnisse von solchen kataphore- 
tischen Versuchen, so verlockend sie erscheinen, keinen nur einigermaSen 
zuverlassigen AufschluB iiber die chemische Natur der Enzyme liefern. 


1) Nur bei dieser Auffassung wire es erklirlich, daB der Strom 
die Enzyme zum Teil zu vernichten vermag; ganz anders aber liegen 
die Verhaltnisse, wenn man einen Einflu8 des Stromes auf die Enzym- 
wirkung annimmt. 

2) Sotén, Wied. Ann. 47, 46, 1892. 
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Untersuchungen iiber Cholesterinausscheidung in mensch- 
lichen Gallen. 


Von 
Bacmeister. 
(Aus der medizinischen Klinik Freiburg i. Br.) 


(Eingegangen am 21. April 1910.) 


Die Cholesterinausscheidung in der Galle ist schon haufig 
zum Gegenstand von Untersuchungen gemacht worden. Man 
hat die Galle von Tieren mit kiinstlich angelegten Fisteln und 
die relativ seltenen Fille von Gallenfisteln beim Menschen auf 
ihren Cholesteringehali gepriift und den Prozentualwert der 
Galle und ihrer Trockenbestandteile in vielen Fallen festgelegt.') 
Auch fiir die pathologische Physiologie hat die Cholesterinaus- 
scheidung in der Galle das Interesse des Forschers erregt, weil 
das Cholesterin bei weitem den Hauptbestandteil aller Gallen- 
steine, mégen sie entziindlicher oder nicht entziindlicher Natur 
sein, bildet. In den Vordergrund trat hier natiirlich die Frage, 
ob durch Stoffwechselvorgange oder geeignet gestaltete Diat die 
Cholesterinausscheidung beeinfluBt werden kénne. Naunyn hat 
in seiner friiheren StraBburger Klinik zahlreiche Untersuchungen 
iiber diesen Punkt an Tieren mit Gallenblasenfisteln anstellen 
lassen. Thomas*), Kausch*) und Jankau‘*) kamen dabei 
zu dem SchluB, da8 die Cholesterinausscheidung durch die Nah- 


1) Brand, Beitrag zur Kenntnis der menschlichen Galle. Arch. f. 
Physiol. 90, 1902. 

2) Uber die Abhangigkeit der Absonderung und Zusammensetzung 
der Galle von der Nahrung. Diss., StraSburg 1890. 

3) Uber den Gehalt der Leber und der Galle an Cholesterin. Diss., 
StraBburg 1891. 

*) Uber Cholesterin- und Kalkausscheidung in der Galle. Arch. f. 
experim. Pathol. u. Pharmokol. 39. 
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rung in keiner Weise quantitativ zu beeinflussen sei, ebenso- 
wenig wie direkte Cholesterineinfiihrung in den Organismus zu 
einem Plus in der Galle fiihrte. Naunyn’) zog aus diesen Re- 
sultaten die Konsequenz, da das Cholesterin deshalb iiberhaupt 
kein von der Leberzelle ausgeschiedenes Stoffwechselprodukt sei, 
sondern er verlegte seinen Geburtsort in die Epithelien der 
Gallenblase und der Gallenginge. Dem gegeniiber haben sich 
in der letzten Zeit Stimmen geltend gemacht, die an dieser 
Unabhangigkeit der Cholesterinausscheidung von Stoffwechsel- 
vorgangen zweifelten. Goodmann*) konnte bei Hunden mit 
Gallenblasenfisteln zeigen, da® bei eiweiBreicher Nahrung das 
Cholesterin in der 24stiindigen Gallenmenge anstieg, daB dies 
aber besonders dann der Fall war, wenn er rote Blutkérperchen 
verfiitterte. Kusumoto*) stellte fest, daB bei Applikation von 
Giften, die zu einem starken Zerfall roter Blutkorperchen fiihren, 
eine Vermehrung des Gallencholesterins bei Hunden auftritt. 

Untersuchungen beim Menschen iiber die Cholesterintages- 
ausscheidung sind bisher nicht angestellt, jedenfalls habe ich 
in der Literatur nichts dariiber finden kénnen. Der Grund ist 
leicht einzusehen. Es ist sehr schwierig, beim Menschen die 
wirklich volle Tagesmenge der Galle zu erhalten. Auch in 
den relativ seltenen Fallen von spontanen oder postoperativen 
Gallenblasenfisteln, die untersucht werden konnten, fand ge- 
wohnlich ein Teil der Galle seinen Weg doch noch durch den 
Ductus Choledochus in den Darm, so daB man fast stets auf 
Darstellung der absoluten Tagesmenge verzichten und sich mit 
dem Prozentualgehalt der gewonnenen Galle begniigen muBte. 
Eine Ubertragung der bei Tieren gewonnenen Erfahrungen auf 
den Menschen ist aber mit groBer Vorsicht aufzunehmen, da 
schon bei den Tieren untereinander — je nach ihrer Nahrungs- 
weise — die Galle ganz verschieden komponiert ist. 

In der letzten Zeit habe ich Gelegenheit gehabt, in 4 Fallen 
die menschliche Galle auf ihre Tages-Cholesterinausscheidung zu 
untersuchen. Die ersten 3 Fille kamen in der Bonner chirur- 
gischen Klinik zur Beobachtung, und die Zuweisung des Mate- 
rials verdanke ich meinem friiheren Chef, Herrn Geheimrat 


1) Klinik der Cholelithiasis, 1892. 
*) Beitrige z. chem; Physiol. 9, 1907. 
3) Diese Zeitschr. 14, 5 und 6, 1908. 
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Garré. Im ersten Fall handelte es sich um eine Gallenblasen- 
fistel bei einer 56jahrigen Frau, die nach Incision eines Gallen- 
blasenempyems 2 Monate nach der Operation in die Klinik 
kam. Wie sich spiater herausstellte, war der Ductus Chole- 
dochus durch ein Pankreascarcinom véllig verschlossen, so daB 
bei ganz acholischen Stiihlen die gesamte Galle nach auBen ent- 
leert wurde. Die beiden nichsten Fille waren wegen Chole- 
lithiasis und Choledochussteinen zur Operation gekommen. An 
die Operation wurde die Hepaticusdrainage angeschlossen, und 
wahrend einer laingeren Zeit floB die gesamte Galle aus dem 
Drain ab und konnte aufgefangen werden. 

Die Bestimmung der ausgeschiedenen Cholesterintagesmenge 
wurde nach der von Windaus') kiirzlich angegebenen Digi- 
toninmethode ausgefiihrt. Es wurde jedesmal die 24stiindige 
Menge aufgefangen, die Galle auf dem Wasserbade eingetrocknet, 
der Riickstand gepulvert und mit heiBem Ather vollig extra- 
hiert, der Ather verdampft und der Rest wieder mit Alkohol 
aufgenommen. Das in Alkohol geléste Cholesterin wurde dann 
mit Digitonin ausgefallt, aus dem gewaschenen und getrock- 
neten Filterriickstand mittels der Windausschen Formel die 
ausgeschiedene Tagesmenge berechnet. Bei diesem chemischen 
Teil der Untersuchungen hat Herr Professor Windaus selbst 
mich auf das liebenswiirdigste unterstiitzt; ihm verdanke ich 
auch einen Teil des zurzeit iiberhaupt nicht mehr zu erhaltenden 
Digitonins. 

Auf die Resultate der Untersuchungen méchte ich nun 
eingehen. Im 1. Fall, der postoperativen Gallenblasenfistel 
bei vdélligem Verschlu8 des Ductus Choledochus durch einen 
Tumor, konnte 3mal die 24stiindige Gallenmenge in aufein- 
ander folgenden Tagen in einwandfreier Weise aufgefangen werden. 
Die produzierte Gallenmenge schwankte zwischen 830 und 
940 com, die ausgeschiedene Cholesterintagesmenge wird durch 
die in der Tabelle vermerkten Zahlen angegeben, ebenso wie 
der auf die Gallenmenge berechnete Prozentualgehalt. Die 
Durchschnittsmenge betrug 0,23 g. Von Interesse sind die 
ziemlich starken Schwankungen in der Tagesmenge. Am 2. 
und 3. Tag wurde fast das Doppelte ausgeschieden wie am 1. 


1) Ber. d. Deutsch. chem. Ges; 42, 238, 1909. 
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den abnorm tiefen Werte, sogar 0,2 ist. Dieser geringen Cholesterin- 
menge entspricht aber nicht eine ebenso stark herabgesetzte Gallen- 
menge, sondern diese ist nur relativ wenig vermindert. In den 
folgenden Tagen steigt dann, waihrend die Gallenmenge sich 
nur wenig erhoht, die Cholesterintagesmenge sehr erheblich an, 
dabei bleiben aber auffallend groBe Schwankungen in den ein- 
zelnen Werten bestehen. An einem Tage (10.) wurde fast das 
Doppelte des Mittelwertes — 0,36 — festgestellt. Ich habe 
zwar versucht, dem Kranken eine bestimmte Kostordnung zu 
geben, bei der an den einzelnen Tagen EiweiB, Fette oder 
Kohlenhydrate vorherrschten, doch war diese Ordnung bei dem 
Operierten nur unvollkommen durchzufiihren; ein bestimmter 
EinfluB auf die Ausscheidungskurve la8t sich nicht erkennen, 
speziell unterschied sich die Nahrung, die der grofen Aus- 
scheidung am 10. Tag entsprach, nicht wesentlich von der vor- 
hergehenden. Zu bemerken ist noch, da8 die Temperatur 
wahrend des ganzen Verlaufes unter 37,3° war und keine groBen 
Schwankungen zeigte. 

Giinstiger lag der 3. Fall, dessen Resultate ebenfalls in 
der Tabelle angegeben sind. Auch hier wieder die starke Herab- 
setzung der Cholesterintagesmenge nach der Operation, ohne 
daB die Gallenmenge in gleicher Weise vermindert war. Der 
tiefste Punkt 0,0073 g gegen 0,11 Durchschnittswert (0,13 nach 
Abzug der ersten 3 Tage nach der Operation) lag wieder am 
1. Tage post operationem, dann findet staffelférmiges Ansteigen mit 
erheblichen Schwankungen statt. In diesem Falle konnte die 
wechselnde Diat etwas intensiver gestaltet werden. Da zeigte sich 
dann regelmaBig, da8 jedesmal, wenn wir groBere Ausscheidungen 
hatten, die Nahrung erheblich eiweiBreicher als an den vorher- 
gehenden Tagen war (4., 7., 10. Tag), wahrend stets ein Abfall 
erfolgte, wenn in der Hauptsache Kohlenhydrate gereicht wurden 
(5., 9., 12. Tag). Ganz erklart werden die erheblichen Schwan- 
kungen in der Cholesterintagesmenge durch die Art der Nah- 
rung allerdings nicht, denn an einem Tage (10.), an dem weit 
iiber das Doppelte der Durchschnittsmenge sich in der Galle 
fand, war die gereichte Kost zwar erheblich eiweiBreicher als 
an den Tagen des Tiefstandes, unterschied sich aber nicht so 
wesentlich von den anderen Tagen des Hochstandes, um diesen 
intensiven Ausschlag zu erklairen. Vielleicht liegt der Grund 
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darin, da8, wie Goodmann meint, die eiweiSreiche Nahrung 
nur einen staérkeren sekretorischen Reiz auf die Leberzelle aus- 
iibt, der in verschiedener Intensitét zur Anwendung kommt; 
wahrscheinlich kommt bei diesen pathologischen Verhiltnissen 
aber noch ein anderer endogener Faktor in Frage, der sich 
noch nicht bestimmen laBt. 

Zuletzt hatte ich Gelegenheit, einen 4. Fall zu untersuchen, 
den ich der Liebenswiirdigkeit der hiesigen chirurgischen Kollegen 
verdanke. Es war wieder ein Fall von Cholelithiasis und Chole- 
dochussteinen, bei dem im Anschlu8 an die Operation die 
Hepaticusdrainage ausgefiihrt war. Was den Fall besonders 
interessant macht, ist der Umstand, daB der 48jahrige Mann 
Diabetiker war und in der Zeit nach der Operation 1,5 bis 
2,5°/, Zucker im Urin ausschied. Auch in diesem Falle erfolgte 
bei ziemlich gleichmaBiger Nahrung wieder ein erheblicher An- 
stieg der Cholesterintagesmenge in der Galle, je weiter wir uns 
von der Operation entfernen. Nur wurden hier erheblich 
gréBere Mengen ausgeschieden als in den vorher besprochenen 
Fallen. Am 5. Tage konnten, da ein Teil der Galle am Drain 
vorbei in den Verband floB, von der gesamten Menge nur 
56 ccm aufgefangen werden, aber diese enthielten schon 0,053 g 
Cholesterin. Es floB aber wihrend des ganzen Tages etwas 
Galle durch das Drain ab, so da der Prozentualgehalt der 
Galle doch einen RiickschluB auf die Tagesmenge gibt, die auf 
die Durchschnittsgallenmenge dieses Falles berechnet an diesem 
Tage sich auf 0,32 stellen diirfte. Wir haben also in diesen 
Tagen eine Durchschnittsausscheidung von 0,21 g Cholesterin vor 
uns, wahrend in den vorhergehenden Fiillen in denselben Tagen 
nach der Operation nur 0,16 resp. nur 0,075 ausgeschieden wurden. 

Ich will die Ergebnisse dieser Untersuchungen nicht ver- 
allgemeinern, dazu sind sie zu gering an Zahl und die Aus- 
schlage sind zu vieldeutig. Hervorzugehen scheint mir aber 
aus den gewonnenen Zahlen, daB erstens die ausgeschiedene 
Tagesmenge des Cholesterins in der menschlichen Galle starken 
Schwankungen unterworfen ist. Entsprechend den Versuchen 
Goodmanns am Tier scheint nach dem 3. Falle auch beim 
Menschen die Cholesterinausscheidung bei verstarkter EiweiB- 
zufuhr zu steigen, bei Kohlenhydratnahrung zu fallen. Auffallend 
ist in den drei letzten Fillen die starke Herabsetzung des 
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Cholesterins in den ersten Tagen nach der Operation im Gegen- 
satz zu der produzierten Gallenmenge. In erster Linie scheint 
mir hier an die Narkose gedacht werden zu miissen, welche 
die Leberzelle selbst in direkter oder indirekter Weise in ihrer 
Sekretionsfaihigkeit hemmt; kombiniert wird diese Narkosen- 
wirkung natiirlich durch das Daniederliegen aller Kérperfunktionen 
und des gesamten Stoffwechsels nach dem schweren Eingriff. 
Ein solcher endogener Faktor spricht sicher auch bei der 
Steigerung der Ausscheidung mit, da die zum Teil gewaltigen 
spateren Schwankungen sich nicht allein durch die verschiedene 
Nahrungsform erklaren lassen. 

GewiB handelt es sich in allen diesen Fallen um patho- 
logische Verhiltnisse, so fallt ja die Resorption der Gallen- 
bestandteile von der Darmwand véollig aus, und die Gallenwege 
waren stets entziindlich veraindert; es lag mir auch nicht daran, 
physiologische Werte aufzustellen, aber gerade ganz ahnliche 
Verhaltnisse sind es, die bei der iiberwiegenden Zahl der Gallen- 
steinbildung das Bild beherrschen, und deshalb scheinen mir 
die gewonnenen Werte trotz ihrer geringen Zahl wertvoll fiir 
die Frage nach der Herkunft der Hauptkomponente der Gallen- 
steine zu sein. Gerade das regelmaBige Absinken der Chole- 
sterinmenge nach der Operation scheint mir ebenso wie die 
gewisse Abhingigkeit von der Nahrung ein Beweis zu sein, 
da8 das Cholesterin als ein Produkt des allgemeinen Stoff- 
wechsels durch die Leberzelle ausgeschieden wird. Bestande 
die Ansicht Naunyns zu Recht, die das Cholesterin aus dem 
desquamierenden Katarrh der Gallenwege, aus gesteigertem 
Zellzerfall herleitet, so miiBte gerade nach der Operation, wo 
die entziindeten Gallenwege, es handelt sich hier stets um 
Choledochussteine, zunachst durch die mechanischen Insulte 
erheblich gereizt werden, eine starkere Ausscheidung erfolgen, 
die dann mit Ausheilung der entziindlichen Prozesse zuriick- 
gehen miiBte; genau das Gegenteil ist aber in allen 3 Failen 
eingetreten. Die stark erhéhte Ausscheidung, die in dem Fall 
von Diabetes eintrat, ist ebenfalls sehr bemerkenswert und 
geeignet, die Abhangigkeit der Cholesterinausscheidung von Stoff- 
wechselerkrankungen nahe zu legen. 

Die endgiiltige Feststellung dieser Tatsache, zu der diese 
beim Menschen erhobenen Befunde m. E. einen weiteren Bau- 
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stein liefern, die aber, wenn die chemischen Fabriken das zur- 
zeit vollig vergriffene Digitonin wieder liefern kénnen, jetzt 
am Tier weiter verfolgt werden sollen, hat auch eine praktische 
klinische Bedeutung. Da wir jetzt wissen, daB in einer sehr 
groBen Zahl von Fallen der Cholelithiasis sich zunachst ein 
reiner Cholesterinstein bildet, der dann erst seinerseits oft das 
entziindliche Gallensteinleiden nach sich zieht, so wiirde durch 
die Méglichkeit, die Cholesterinausscheidung in der Galle durch 
die Diait herabsetzen zu kénnen, der internen Medizin in der 
Prophylaxe und zur Verhinderung des Weiterwachsens schon 
bestehender Steine ein erheblich gréBeres Feld eingeraumt 
werden miissen, als es augenblicklich der Fall ist. 























Zur Kenntnis der Zuckerspaltungen. 
Von 
Walther Lob. 
Nachtrag. 
Uber die Zuckersynthese aus Formaldehyd. 


Von 
Walther Léb und Georg Pulvermacher. 


(Aus der chemischen Abteilung des Virchow-Krankenhauses zu Berlin.) 
(Hingegangen am 25. April 1910.) 


In der vorliegenden Mitteilung bringen wir die in der 
VII. Mitteilung’) angekiindigten Versuche iiber die Kon- 
densation des Formaldehyds unter der Einwirkung von Blei- 
hydroxyd. Derartige Versuche sind bekanntlich bereits friher 
von Lobry de Bruyn und van Eckenstein’*) ausgefiihrt 
worden. Uns interessierte vornehmlich die Frage, ob die Spal- 
tung in eine Pentose und das Auftreten der bei der Zucker- 
spaltung beobachteten Polyoxyséuren auch hier konstatiert 
werden kann. Die weitere Frage, ob der Formaldehyd nur bis 
zu einem Gleichgewicht zwischen Zucker, Pentose und Form- 
aldehyd verbraucht werden wiirde, oder ob hier die Reaktion 
zu einem andern Gleichgewicht fiihrt, haben wir gleichfalls be- 
riicksichtigt. Es zeigte sich, daB unter unsern Versuchsbedingun- 
gen bei den Aufbaureaktionen aus Formaldehyd im allgemeinen 
das Gleichgewicht bei Verbindungen mit einer geringeren Kohlen- 
stofizahl erreicht ist, als bei den Abbaureaktionen des Zuckers. 
Das ist auch verstandlich, wenn man bedenkt, daB bei den 
Synthesen aus Formaldehyd ein einigermaBen bestiandiger Zu- 
stand der niederen Glieder zu einem an diesen reichen End- 
system fiihren mu8, wahrend bei den Zuckerspaltungen, d. h. 


1) Diese Zeitschr. 23, 10, 1909. 
2) Recueil des travaux chimiques des Pays Bas 18, 309. 





Ne 





232 W. Léb und G. Pulvermacher: 


bei dem allmahlichen Abbau eines koblenstoffreicheren Kom- 
plexes, ebenso die Méglichkeit besteht, daB das System bereits 
bei kohlenstoffreicheren Verbindungen relativen Bestand be- 
sitzt. Obgleich also Zuckeraufbau aus Formaldehyd und Zucker- 
spaltung aus Traubenzucker umkehrbare Reaktionen sind,') ist 
es durchaus méglich, daB das experimentell erhaltliche Gleich- 
gewicht nicht identisch wird, weil sich bei dem Aufbau aus 
Formaldehyd in den niederen Gliedern, bei dem Abbau des 
Zuckers in den héheren Gliedern Hemmungen der Reaktions- 
geschwindigkeit zeigen, die einen scheinbaren, aber recht be- 
standigen Gleichgewichtszustand herbeifiihren. 

Ferner gelang es uns nicht, bei linger dauernden Ver- 
suchen den Formaldehyd, der sich durch die empfindlichen 
Reaktionen bereits in sehr geringer Menge nachweisen laBbt, 
mit Sicherheit zu konstatieren. Wohl aber trat relativ reich- 
lich Methylalkohol und Acrolein auf, welch letzteres bei den 
Zuckerspaltungen nicht beobachtet wurde. Die Bildung des 
Methylalkohols erklart wohl zur Geniige das vollstindige 
Schwinden des Formaldehyds. Ist diese Deutung richtig, so 
ist der Formaldehyd aus dem Zuckergleichgewichtszustand 
nicht durch Verschiebung desselben verschwunden, sondern nur 
durch das Eingreifen einer andern Reaktion, der Umsetzung 
des Formaldehyds zu Ameisenséure und Methylalkohol, die mit 
der eigentlichen Zuckerspaltung iiberhaupt nichts zu tun hat. *) 
DaB bei den Zuckerspaltungsversuchen der Methylalkohol nicht 
nachweisbar auftritt, riihrt von der geringen Menge Formaldehyd 
bei diesen Reaktionen her. 

Wir enthalten uns auch hier vorlaufig einer theoretischen 
Formulierung der Entstehung des Acroleins, das zweifellos mit 
dem Auftreten der Siure mit drei Kohlenstoffatomen in nahem 
Zusammenhang steht. Nur das eine sei erwaihnt, daB das 
Acrolein voraussichtlich erst ein Zersetzungsprodukt des zu 
Glycerinaldehyd oder Dioxyaceton polymerisierten Formaldehyds 
ist, wobei vielleicht durch gegenseitige Oxydation und Reduktion 
zweier Glycerinaldehydmolekiile Glycerin und Glycerinsdure ent- 
stehen. 


1) Vgl. die VII. Mitteilung. Diese Zeitschr. 23, 10, 1909. 
2) Vgl. H. und A. Euler, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 39, 39, 1906, — 
Léb, diese Zeitschr. 12, 78, 1908. 
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Einem gleichen Einflu8 wie der Formaldehyd ist in diesen 
Versuchen eine Pentose nicht unterworfen. In der Tat kénnen 
wir die friheren Beobachiungen und Angaben von Fischer‘), 
Neuberg?) und Euler*) iiber das Auftreten der Pentosenreak- 
tionen bestatigen, wenn es uns auch nicht gelang, eine Pentose 
in der Form eines reinen Osazons zu isolieren. Der Grund fiir 
das MiBlingen der Reindarstellung des letzteren liegt in dem 
Auftreten von anderen wasserléslichen Osazonen, wie des Acros- 
azons (Schmelzpunkt 179°) und wahrscheinlich auch des Gly- 
cerosazons. Hingegen konnten wir auSer den qualitativen 
Reaktionen nach dem Verfahren von Tollens die Menge der 
auftretenden Pentose auch quantitativ feststellen. 

Da bekanntlich bei der Einwirkung von Bleihydroxyd auf 
Formaldehyd eine Hexose entsteht, so waren auch die Pro- 
dukte einer Zuckerspaltung, freilich in geringerer Ausbeute als 
bei der Wahl des Traubenzuckers als Ausgangsmaterie, zu 
erwarten. So tritt verhaltnismaBig reichlich Zuckerséure 
neben Séuren mit niedrigerem Kohlenstoffgehalt und Ameisen- 
saure auf. 

Dem Nachweis, daB tatsaichlich Zuckersféure und nicht 
Glycerinsiure, deren Calciumgehalt dem des zuckersauren Salzes 
gleich ist, gebildet wird — eine Frage, die in der letzten Mit- 
teilung als eine noch offene hingestellt wurde — haben wir 
besondere Versuche gewidmet, die mit Sicherheit zu gunsten 
der Zuckerséure entschieden haben. 

Ein vollstaindig klarer Einblick in die bei der Reaktion 
herrschenden Verhiltnisse ist nur schwer zu erhalten, weil in 
jedem Augenblick das System ein anderes geworden ist und 
stets von neuem der Einwirkung des nur langsam verbrauchten 
Bleihydroxydes unterliegt. 

Im wesentlichen kénnen wir bei den Dauerversuchen zwei 
Hauptsysteme der Reaktion unterscheiden. Das eine ist das 
der Synthese unterworfene, das zur Hexose und zur Pentose 
fiihrt. Wenn Formaldehyd als Teil eines Gleichgewichts mit 
der letztgenannten Zuckerart auftritt, so wird er wieder durch 
die Hydroxylionen der Lésung in Ameisenséure und Methyl- 





1) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 21, 988, 1888; 22, 359, 1889. 
*) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 35, 2632, 1902. 
8) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 39, 45, 1906. 
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alkohol gespalten. Das zweite System betrifft die Spaltung 
der entstandenen héheren Zucker und ist mit dem in den 
friiheren Mitteilungen behandelten im Prinzip identisch. 


Experimenteller Teil. 


150 com 40°/, ige Formaldehydlésung wurden mit 12 g Blei- 
hydroxyd und 1500ccm Wasser 73 Stunden in einer ver- 
schlossenen Glasflasche bei 70° im Thermostaten digeriert. Nach 
dieser Zeit ist der Geruch nach Formaldehyd verschwunden, 
der nach Methylalkohol und Acrolein deutlich vorhanden. Die 
Lésung war dunkel geworden und enthielt ein braungelbes, un- 
lésliches Bleisalz. Das Gewicht des letzteren nach Filtration, 
Waschen und Trocknen betrug 0,5 g. Es wurde in Wasser sus- 
pendiert und durch Schwefelwasserstoff vom Blei befreit. Das 
Filtrat, nach Vertreiben des iiberschiissigen Schwefelwasserstofis 
durch einen Luftstrom, bei 50° im Vakuum destilliert, gab im 
Destillat nur 0,004 g Ameisenséure, das als Bariumsalz durch 
bekannte Reaktionen identifiziert wurde. Der Destillationsriick- 
stand, in heiBem Wasser gelést, durch Calciumcarbonat in das 
Kalksalz iibergefiihrt, lieB sich mit Tierkohle entfarben und 
lieferte mit Alkohol ein Kalksalz in geringer Menge, dessen 
Calciumgehalt, 26,6°/,, dem des tartronsauren Calciums (Ca 
== 25,31°/,) nahe kam. 

Das Filtrat des urspriinglichen Bleisalzes wurde durch ver- 
diinnte Schwefelsiure vom Blei befreit. Nach abermaliger Fil- 
tration neutralisierten wir mit Calciumcarbonat und destillierten 
die klar filtrierte Lésung der Calciumsalze unter Anwendung 
eines Rektifikationsaufsatzes iiber freiem Feuer, bis die Menge 
des Destillats 100 com betrug. 

Das Destillat mit deutlichem Geruch nach Methylalkohol 
gab keine Reaktion auf Formaldehyd, hingegen deutliche Re- 
duktion einer ammoniakalischen Silberlésung unter Bildung eines 
Silberspiegels und Gelbfarbung beim Kochen mit Resorcin und 
50°/,iger Natronlauge. Diese Reaktionen sprechen fiir das Auf- 
treten von Acrolein. Um seinen Nachweis sicher zu stellen, 
oxydierten wir 75 ccm des Destillats mit frisch gefalltem Silber- 
oxyd, wobei gleichfalls Bildung eines Silberspiegels auftrat. Nach 
Zusatz von Soda bis zur alkalischen Reaktion wurde filtriert 
und, um gleichzeitig den Methylalkohol abzutrennen, die alka- 
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lische Lésung destilliert. Das Destillat gab bei der Behandlung 
mit Benzoylchlorid und Natronlauge den Benzoesduremethylester. 

Der Destillationsriickstand wurde eingeengt, mit Schwefel- 
siure angesiuert und abermals destilliert. Das saure Destillat 
lieferte nach der Behandlung mit frisch gefalltem Bleicarbonat 
die charakteristischen Nadeln von acrylsaurem Blei. 

Das urspriingliche, mit Calciumcarbonat neutralisierte Fil- 
trat, aus dem der Methylalkohol und das Acrolein abdestilliert 
waren, wurde weiter mit Wasserdampf destilliert. Auch jetzt 
konnten wir im Destillat keine Reaktion auf Formaldehyd er- 
halten. Hingegen trat bei der Behandlung mit Natronlauge 
und Wasserstofiperoxyd noch Acrylsaure auf; daneben in auBerst 
geringer Menge Ameisensiure. Doch war die Reaktion so 
schwach, da®8 ihre Entstehung aus Formaldehyd nicht mit 
Sicherheit behauptet werden darf. 

Die mit Wasserdampf behandelte Liésung, eine braune 
Fliissigkeit, enthielt nunmehr noch Zucker und Kalksalze héherer 
Sauren. Sie wurde bei 50° im Vakuum zur Trockne gebracht 
und der Riickstand mit 500 ccm absolutem Alkohol, dann mit 
250 ccm 90°/,igem Alkohol und schlieBlich 3mal mit je 250 ccm 
absolutem Alkohol ausgekocht. Die vereinten Filtrate gaben 
im Vakuum 30,5 g Trockensirup, der nur 4°/,, d. h. 1,2g ver- 
girbaren Zucker enthielt. Bei Uberfiihrung in die Osazone 
beobachteten wir dieselben Schwierigkeiten, die bereits die oben 
erwahnten Forscher beschrieben haben. Durch Krystallisation 
aus heiBem Wasser gelang es schlieBlich, ein Osazon zu iso- 
lieren, das unscharf bei 134° schmolz. Dasselbe bestand aus 
einem in Ligroin léslichen und einem in diesem unléslichen 
Anteil. Zur Trennung wurde das urspriingliche trockene 
Osazon in wenig Chloroform gelést und Ligroin hinzugefiigt. Der 
gelbe Niederschlag zeigte den Schmelzpunkt 179° (Acrosazon?). 
Durch Verdunsten der Chloroform-Ligroinlésung resultierte ein 
Osazon vom Schmelzpunkt 152°. Wir versuchten bei der 
Schwierigkeit, aus den Osazonen Anhaltspunkte za gewinnen, 
deshalb auf anderm Wege das Auftreten der Pentose sicher- 
zustellen. Zu dem Zweck lieBen wir 100ccm der 10°/,igen 
Lésung des Zuckersirups mit Hefe vollstandig vergiren, fillten 
aus der vergorenen und filtrierten Lésung die aus der Hefe 


stammenden EiweiBprodukte mit kolloidaler Eisenoxydlésung 
Biochemische Zeitschrift Band 26. 16 
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und dampften das klare Filtrat im Vakuum bei 50° ein. Der 
Riickstand, etwa 6 g, zur 10°/,igen wasserigen Lésung gebracht, 
zeigte ausgesprochen die Bialsche Reaktion und gab bei der 
Furfuroldestillation 5,54°/, Pentose. (25 ccm der Lésung gaben 
0,1186 g Phloroglucid.) Die Herstellung der Osazone aus der 
vergorenen Lésung fiihrte abermals nicht zu eindeutigen Re- 
sultaten. Wir erhielten Gemische, so daB die Angaben der 
Einzelheiten unterbleiben kénnen. 

Die in Alkohol unléslichen Kalksalze enthielten noch 
ameisensaures Salz. Sie wurden deshalb mit Oxalsaure iiber- 
sittigt und mit Wasserdampf behandelt, bis das Destillat neu- 
tral iiberging. Es lieferte noch 3,05 g Ameisenséure, die als 
Bariumsalz identifiziert wurde. Essigsiure war nicht entstanden. 
Der Destillationsriickstand der Wasserdampfbehandlung wurde 
wieder mit Calciumcarbonat neutralisiert, das Filtrat im Va- 
kuum zur Trockne gebracht und der Riickstand durch Lésen 
in wenig Wasser mit Tierkohle entfarbt und durch Fallung mit 
Alkohol gereinigt. Wir erhielten 6,5 g trockenes Ca-Salz, das 
nach der Analyse vorwiegend aus zuckersaurem Ca bestand. 

0,1978 g gaben 0,0472 g CaO = 17,04°/, Ca. 
Ber. fiir zuckersaures Ca... .16,16°/,. 

Ein zweiter Versuch, der 170 Stunden durchgefiihrt wurde, 
gab qualitativ dieselben Produkte. Die quantitativ festgestellte 
Menge des Methylalkohols betrug 8 bis 9g. Aus dem Destillat 
lieB sich der Alkohol durch Absattigung mit Kaliumcarbonat 
isolieren und direkt destillieren. Auch das Verhalten der Osazone 
war in diesem und mehreren anderen Versuchen das schon be- 
schriebene, so daS wir bei der qualitativen Ubereinstimmung 
der Beobachtungen auch beziiglich der anderen Produkte auf 
die Angabe der Einzelheiten verzichten kénnen. 


Uber die Identifizierung der Zuckersiure. 


Wir haben, da der Calciumgehalt eine Entscheidung 
zwischen Zuckersiure und Glycerinsaure nicht gestattet, ver- 
schiedene Versuche gemacht, die Natur der Saéure durch ihre 
Reingewinnung sicherzustellen. Die Versuche blieben erfolglos. 
Auch der Weg iiber den Methylester der Saure erwies sich als 
nicht gangbar. Zwar gelang es durch Suspension des Calcium- 
salzes in absolutem Alkohol und Einleiten von trockenem Salz- 
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siuregas eine Fliissigkeit zu erhalten, aus der sich nach Zusatz 
von Wasser und vorsichtiger Neutralisation mit Calciumcarbonat 
in der Kalte ein Ester durch Chloroform ausschiitteln lied. 
Doch scheiterten alle Versuche, ihn zu reinigen. Wir haben 
deshalb aus der Lésung der Calciumsalze durch genaue Aus- 
fillung des Calciums mit Oxalsiure die freie Saiure dargestellt. 
Dieselbe, ein halbfester, dunkelbrauner Sirup, léste sich in 
Wasser, Alkohol und Aceton, war unléslich in Ather, Chloro- 
form, Benzol, Ligroin und Essigester. Durch Verreiben mit 
Aceton entstand eine dunkle Lésung, die nach ihrer Filtration 
von einer kleinen Menge eines unldslichen K6rpers mit wasser- 
freiem Ather eine graue feste Fallung lieferte. Loésung in Aceton 
und Fiallung mit Ather wurden mehrfach wiederholt, wobei 
dafiir Sorge zu tragen ist, daB beide Fliissigkeiten stark abge- 
kiihlt sind. Die feste Saure wurde schlieBlich als fast weiSes 
Pulver erhalten, das stark hygroskopisch ist, an der Luft klebrig 
wird, Fehlingsche Lésung nicht reduziert, dagegen wohl eine 
ammoniakalische Silberlésung unter Spiegelbildung. Der Nach- 
weis, daB tatsichlich Zuckersiure vorlag, lieB sich durch Her- 
stellung des schwer léslichen sauren Kaliumsalzes erbringen. Zu 
dem Zwecke wurde die Saéure in Wasser gelést, die Halfte der 
Lésung genau mit Kalilauge neutralisiert und zu der zweiten 
Hialfte der nicht neutralisierten Saiurelésung gesetzt. Beim Ein- 
engen im Vakuumexsiccator trat eine zwar undeutliche Krystalli- 
sation des schwer léslichen Kaliumsalzes ein.Dasselbe wurde — 
nach dem Trocknen bei 100° und im Vakuumexsiccator bis 

zum konstanten Gewicht — mit Schwefelséure verascht. 
0,0504 g K-Salz gaben .. . . 0,0168 g K,SO, = 14,96°/, K. 
Ber. fiir saures, zuckersaures K:C,H,O,K = 15,76°/, K. 
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Zur Kenntnis der in Essigither léslichen Stoffe tierischer 
Organe und ihres Verhaltens bei der Autolyse. IL. 


Von 


Kenro Kondo. 


Enthilt die Leber Cholesterinester? 


(Aus dem chemischen Laboratorium des physiologischen Instituts 
zu Breslau.) 


(Eingegangen am 26. April 1910.) 


Die Frage, ob in der Leber neben Cholesterin auch Chole- 
sterinester enthalten sind, hatte Y. Nukada'*) im_hiesigen 
Laboratorium in der Weise zu entscheiden gesucht, da8 er 
mittels der Acetylzahl die Menge der freien Hydroxylgruppen 
im Petrolatherextrakte bestimmte und sie verglich mit der Menge 
der Hydroxylgruppen im Fettséuregemisch, das man aus dem 
Petrolatherextrakt durch Verseifen mit alkoholischer Kalilauge 
und Ubersittigen mit Salz- oder Schwefelséure erhalt. Waren 
Cholesterinester vorhanden, so war zu erwarten, daB nach der 
Verseifung die Zahl der Hydroxylgruppen im Fettséuregemisch 
zunahm. J. Nukada fand, daB die Acetylzahl des Fettsaure- 
gemisches nicht zunahm, und schloB hieraus, daB die Leber 
keine nachweisbaren Mengen von Cholesterinester enthielt. 

Beobachtungen, die ich im Verlaufe der spiater mitzu- 
teilenden Versuche machte, lieBen in mir Zweifel nicht an der 
Richtigkeit der Beobachtungen Nukadas, wohl aber an der 
Richtigkeit seines Schlusses entstehen. Ich wiederholte unter 
Leitung von Prof. F. Réhmann die Versuche Nukadas, nur 
mit dem Unterschied, daB ich die Acetylzahl nicht im Petrol- 


1) Diese Zeitschr. 14, 419, 1908. 
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atherextrakt, sondern im Essig&étherextrakt der Leber vor und 
nach der Verseifung bestimmte. Der Essigither laBt eine be- 
trichtliche Menge Stoffe (Lecithine u. a.) ungelést, die sich in 
Petrolather lésen. 


Die Methode der Untersuchung. 


Die Leber wurde in der Fleischmaschine gemahlen und eine abge- 
wogene Menge sofort mit der zweifachen Menge 94°/, igen Alkohols gefillt, 
auf dem Wasserbade bis zum Sicden erhitzt und auf dcr Nutsche abge- 
saugt; dann wurde noch zweimal in derselben Weise mit Alkohol ausgekocht. 
Die so erhaltenen drei Extrakte wurden vereinigt, bei vermindertem 
Drucke und kleiner Flamme im Wasserbade auf ein méglichst kleines 
Volumen und dann in flacher Schale bis zum diinnen Sirup eingeengt. 
Das Schiumen beim Einengen ist durch Bimssteinstiickchen ganz gut zu 
verhindern. Der briaunliche zéhe Riickstand wurde in 60 bis 80 ccm Essig- 
ather unter Erhitzen auf dem Wasserbade gelést und etwa 12 Stunden 
stehen gelassen und filtriert. 

Das ungelést Bleibende wurde sechsmal mit 20 bis 30 ccm Essig- 
aither behandelt, indem man dabei jedesmal auf dem Wasserbade bis 
zum Sieden erhitzte und nach dem Erkalten filtrierte. Der Gesamtessig- 
atherextrakt wurde in einen vorher genau gewogenen Erlenmeyer- 
Kolben gegossen. Der Essigither wurde auf einem geschiitzten Wasser- 
bade vollstandig abdestilliert und der Riickstand im Leuchtgasstrome 
auf gelind erwarmtem Wasserbade bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. 
Meist geniigte hierzu 1 Stunde. Der trockene Essigitherextrakt wurde 
in zwei Teile geteilt. 

Ein Teil des Essigitherextraktes wurde gewogen und mit 
etwa 3 Teilen Essigsiureanhydrid acetyliert. Die acetylierte Masse wurde 
mit etwa 200 cem 10°/,iger Kochsalzlésung versetzt, etwa 1 Stunde auf 
dem Wasserbade erwairmt und stehen gelassen. Nach 12 bis 24 Stunden 
war die unten stehende Fliissigkeit klar. Sie wurde durch ein doppeltes 
Filter abfiltriert, das aus einem kleineren Filter aus gelartetem und 
einem gréBeren Filter aus gewdhnlichem Filtrierpapier bestand. Der 
Filterriickstand wurde zuerst mit gelinde erwirmter Kochsalziésung ge- 
waschen, bis sich das Filtrat fast saurefrei zeigte; dann wurde noch 
einigemal ziemlich heiBe Kochsalzlésung aufgegossen. Hierauf lief ich 
den Riickstand an der Luft trocknen, dann wurde er in Ather gelést und 
die atherische Lésung noch einmal mit wenig destilliertem Wasser ganz 
leise geschiittelt und stchen gelassen, bis die Wasserschicht klar wurde. 
Der Ather wurde nunmehr abdestilliert und der Riickstand mit alko- 
holischer Kalilauge verseift. Die Seifen wurden in einer Porzellanschale 
zur Entfernung des Alkohols mit Wasser auf dem Wasserbade wieder- 
Lolt abgedampft, dann wurden die Seifen mit verdiinnter Schwefelsiure 
zerlegt. Die hierbei frei werdende Essigsiure wurde in der von Nukada 
beschriebenen Weise abdestilliert und ihre Menge durch Titration mit 
etwa "/,9-Kalilauge bestimmt. 
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Ein anderer Teil des Essigitherextraktes wurde gewogen 
und mit */, alkoholischer Kalilauge verseift. Der UberschuB des Alkalis 
wurde nach Zusatz von Phenolphthalein mit */,-Salzsiurelésung zuriick- 
titriert; dann wurde nach Abdestillieren des Alkohols mit Wasser ver- 
diinnt und Salzsiure zugesetzt, bis die Lésung blaues Lackmoidpapier 
stark rétete, und erwarmt, bis sich das Gemisch von Fettsiuren und 
Cholesterin gut abgeschieden hatte. Es wurde hei® filtriert und mit 
warmer 10°/,iger Kochsalzlésung saiurefrei gewaschen. 

Der Riickstand wurde auf dem Filter stehen gelassen, bis er luft- 
trocken war, in Ather gelést und in den vorher genau gewogenen Kolben 
gegossen. Der Ather wurde vollstandig abdestilliert, im Leuchtgasstrom 
wie oben getrocknet und genau gewogen. Die gewogene Substanz acety- 
lierte ich wie oben und bestimmte wie oben die Menge der Essigsaure, 
die hierbei gebunden wurde. 

In den folgenden Tabellen findet sich in der entsprechenden 
Spalte die Anzahl Kubikzentimeter Natronlauge angegeben, die 
der Menge Essigsiure entsprechen, die von der verarbeiteten 
Menge Essigitherextrakt bzw. dem aus ihm erhaltenen Fett- 
siuregemisch bei der Acetylierung gebunden wurde. Aus diesen 
wurde fiir den Essigitherextrakt ,,die Acetylzahl‘‘ berechnet, 
d. h. die Anzahl Milligramm Kaliumhydroxyd, die 1 g Extrakt 
bei der Acetylierung und nachfolgenden Verseifung band: ,,ab- 
solute Acetylzahl* (a). Aus dem fiir das acetylierte Fettsaure- 
gemisch erhaltenen Werte wurde ebenfalls die Menge Kali- 
hydrat berechnet und auf 1g des Extraktes bezogen. Man 
erhalt so eine Zahl, die ich im folgenden als ,,relative Acetyl- 


zahl‘‘ (b) bezeichnen will. 























Tabelle I. 
Be See | pe .. _ |VomEssig- . | j 
r | Essig- | .. | Fett- Natron- : 
such {Lberestrakt} ther. | Scher. séure- | Iauget) | thin 
| extrakt | aihettes | gemisch 
—= — — * —— a a = me —SSS— 
1 | vom Pferd | 6,2897 | 1,9302 | 148 | a.33,7 
ss 500 | 4,2588 | 3,6876 | 63,2 b. 64,7 
2 do. | 5,4321 | 2,6542 | 19,2 a. 31,8 
| | 2,7758 | 2,3721 | 381 | b. 62,1 
3_ | vom Rind | 4,3829 | 2,2131 | 23,4 | a. 46,5 
600 | 21679 | 1,8699 36,2 | b. 73,2 
4 do. | 3,4947 | 2,0258 | 213 | a 46,3 
| 1,3931 | 1,1958 | 25,3 | b. 80,1 





1) 1 com = 4,4 mg KOH. 
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Ein Vergleich der absoluten und relativen Acetylzahlen 
zeigt, daB bei der Verseifung des Essigitherextraktes Stoffe 
entstehen, die bei der Acetylierung Essigsaéure binden. 

Nun hatte Y. Nukada im Anschlu8 an Beobachtungen 
von F. Réhmann und W. Lummert die Menge des Chole- 
sterins, das sich aus dem Petrolatherextrakt nach der Ver- 
seifung gewinnen lat, mit der Acetylzahl verglichen und ge- 
funden, da8 erstere 3,1 bis 5,7 mal kleiner war, als sich aus 
der Acetylzahl berechnete, und die Vermutung ausgesprochen, 
daB8 der Leberextrakt auBer Cholesterin auch in Wasser un- 
lisliche Oxysauren enthielte. Ich habe deswegen in den fol- 
genden Versuchen aus dem Essigitherextrakt vor der weiteren 
Verarbeitung die freien Fettsiuren mittels Baryt ausgefiallt. 
Der Essigitherextrakt wurde zuerst in einem Gemisch von 
1 Teil Ather und 1 Teil Methylalkohol gelést, mit Phenolphtha- 
lein versetzt nnd mit ®/, methylalkoholischer Barytlésung titriert. 
Die Barytseife wurde abfiltriert und 6mal mit 5 bis 10 ccm 
Ather gewaschen. 

Das Filtrat wurde im gewogenen Kolben gesammelt und 
wie oben weiter behandelt. 





Tabelle II. 
Leber | seesie. \VomEsig| ore | ay. 
Ver-| vom | Essig: | itherex- | Fett. | Natron- | Ase-| Chole. 
ather- _| Saure- lauge2 y!- | sterin 
euch | Plord extrakt!) yn hs | gemisch oe) zablen | 
[en Ge See lithe b..e omens Mee a a, 
5 300 | 0,7028 | 9,1 | a.57,0 39,1 
| 2,0305 | 1,3271 | 0,9922 20,4 |b. 67,6 46,6 
6 700 2,7482 | 25,4 | a.40,7) 27,9 
5,2896 | 25396 | 2,0284 | 38,6 b.66,9 46,1 





Die relativen Acetylzahlen zeigen auch hier eine Zunahme 
im Vergleich zu den absoluten. 

Es sind also im neutralen Essigétherextrakt der Pferde- 
und Rindslebern, wie er durch Extraktion der Gesamt- 
leber gewonnen wird, Stoffe vorhanden, aus denen bei der 
Verseifung in Wasser unldsliche Kérper mit Hydroxylgruppen 
entstehen. Der einzige derartige Korper, der bisher bekannt 
ist, ist das Cholesterin. Ein Teil dieses Kérpers ist nach bis- 


1) Seifenfrei. 
2) 1 com = 4,4 mg KOH. 
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her nicht verdffentlichten Versuchen, die schon vor langerer 
Zeit von H. Ziesche im hiesigen Laboratorium angestellt worden 
sind, frei in der Leber enthalten. 

Dieses freie Cholesterin bedingt mindestens zum Teil die 
absolute Acetylzahl. Ein Teil des Cholesterins ist aber ester- 
artig gebunden und bedingt bei der Verseifung die Zunahme 
der Acetylzahl. Lactone, Anhydride von y- Oxyfettsauren, 
kommen nicht in Betracht, da sie zwar bei der Verseifung auf- 
gespalten werden, nach dem Uberséuern der Seifenlésung und 
Trocknen der Fettséiuren sich aber wieder zuriickbilden wiirden. 

Wie viel von dem Cholesterin frei und wie viel gebunden 
ist, lieBe sich aus den Acetylzahlen berechnen, wenn der Essig- 
atherextrakt der Leber nur Cholesterin, Cholesterinester und 
Neutralfette enthielte: 1 ccm meiner Lauge entsprach 0,0303 g 
Cholesterin. Es enthielt also der Essigiitherextrakt in Versuch 5 
9,1 >< 3,03 : 0,7028 — 39,1°/,, in Versuch 6 27,9°/, freies Chole- 
sterin. Die Menge des Gesamtcholesterins betrug etwa 46°/,, 
von diesen waren also 15 bzw. 39°/, esterartig gebunden. 

Berechne ich die Menge des Cholesterins auf 100 g frische 
Leber, so erhalte ich in Versuch 5 0,31 g, in Versuch 6 0,34 g. 


Y. Nukada fand in seinen Versuchen nur 0,19 bzw. 0,21 g 
Cholesterin (Gesamtmenge der hoch molekularen Alkohole) in 
100 g Pferdeleber. Die Vergleichbarkeit unserer Versuche vor- 
ausgesetzt, miiBte also der neutrale Essigitherextrakt neben 
Cholesterinestern der Fettsiuren auch Ester von Oxyfettsiuren 
enthalten. Weitere Versuche sollen entscheiden, ob dies wirk- 
lich der Fall ist. 





Zur Kenntnis der in Essigither léslichen Stoffe tierischer 
Organe und ihres Verhaltens bei der Autolyse. IL. 
Von 


Kenro Kondo. 


Enthalt die Leber ein Cholesterinester spaltendes Enzym? 


(Aus dem chemischen Laboratorium des physiologischen Instituts 
zu Breslau.) 


(Eingegangen am 26. Aprit 1910.) 


In der vorhergehenden Mitteilung hatte ich gezeigt, daB 
im Essigitherextrakt der Rinder- und Pferdeleber neben freiem 
Cholesterin anscheinend eine gewisse Menge von Cholesterinestern 
enthalten ist. Das durch Verseifen des Essigitherextraktes ge- 
wonnene Gemisch von Fettsiuren und Cholesterin hatte eine 
um so viel gréBere Acetylzahl als der urspriingliche Essigather- 
extrakt, daB sie ein Freiwerden von Hydroxylgruppen bei der 
Verseifung bewies. 

Von dem freien Cholesterin diirfen wir nach den Versuchen, 
die Ch. Kusumoto im hiesigen Laboratorium angestellt hat, 
annehmen, daB es zum Teil von den roten Blutkérperchen 
herriihrt, die in der Leber ihren Untergang finden. Es war 
aber auch méglich, da8 Cholesterin in der Leber durch Enzym- 
wirkung aus Cholesterinestern entsteht, die ihr bekanntlich mit 
dem Blutplasma zugefiihrt werden, méglicherweise aber auch 
im Stoffwechsel der Leberzellen sich bilden kénnten. 

Zu untersuchen, ob ein cholesterinesterspaltendes Enzym in 
der Leber enthalten ist, war der Zweck der folgenden unter 
Leitung von Prof. F. Réhmann angestellten Versuche. Es 
sollte zunichst nur festgestellt werden, ob bei der Autolyse 
die Menge der acetylierbaren Stoffe zunimmt. 


a) Autolyse des Leberextraktes ohne Zusatz. 


Methode der Untersuchung: 500g Leber wurden zermahlen und 
mit der doppelten Menge destillierten Wassers angerihrt, das in dem einen 
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Versuche mit 5°/, Chloroform und 0,5°/, einer alkoholischen Thymol- 
lésung, in den anderen Versuchen mit 1°/, Fluornatrium versetzt wurde. 
Das Gemisch blieb unter wiederholtem Umriihren oder Schiitteln 1 Stunde 
bei Zimmertemperatur stehen. Dann wurde durch Gaze filtriert und 
der auf dem Gazefilter bleibende Brei abgepreBt. 

Das Filtrat wurde in zwei Teile von je etwa 600 ccm geteilt. Zu 
jedem der beiden wurden 80 ccm einer 1°/,igen Natriumcarbonatlésung 
hinzugegeben. Der eine Teil wurde mit etwa halbnormaler Salzsiure 
versetzt, bis rotes Lackmoidpapier nur schwach geblaut wurde, und im 
kochenden Wasserbade erhitzt. Der andere Teil wurde in verschlossener 
Flasche fiir 48 Stunden bei 37° Cim Brutofen stehen gelassen. Nach Ver- 
lauf dieser Zeit reagierte diese Probe noch immer auf Lackmus schwach 
alkalisch. Nach der Digestion wurde die Fliissigkeit wie die Kontroll- 
probe mit halbnormaler Salzsdure fiir rotes Lackmoidpapier annaihernd 
neutralisiert und im kochenden Wasserbade erhitzt. Hierbei schied sich 
ein EiweiBgerinnsel ab, das simtliche Fette, Lecithine usw. mit nieder- 
ri8 und auch die Fettsiuren enthielt, die aus vorgebildeten oder bei der 
Digestion entstandenen Seifen durch die Salzséure in Freiheit gesetzt 
worden waren. Der Niederschlag wurde auf einer Nutsche abgesaugt, 
das Filtrat war wasserklar. Der Filterriickstand wurde auf der Nutsche 
gut abgepreBt und 3mal mit Alkohol — 400 ccm 94°/,igem Alkohol auf 
600 ccm Leberextrakt — ausgekocht, wobei der Niederschlag jedesmal 
nach dem Kochen abgesaugt und abgepreBt wurde. Die Extrakte 
wurden auf dem Wasserbade bei erniedrigtem Drucke eingeengt. Aus 
dem Alkoholriickstand wurde, wie in meiner ersten Mitteilung beschrieben, 
der Essigitherextrakt hergestellt; dieser — in einer Reihe von Versuchen 
(siehe die Tabellen) nach Ausfallung der freien Fettsiuren — acetyliert 
und die bei der Acetylierung gebundene Essigsiure bestimmt. 


Tabelle I. 


Autolyse ohne Zusatz. 











tian | Menge des] yign 
Versuch —e Essigither- NaOH Acetylzahlen 
extraktes cem 
11) Rind 650 ccm 0,8284 8,52) 52,1 
0,7324 8,1 57,1 
21) y a. 0,8012 7,8 49,7 
0,7408 a,4 53,0 
33) Pferd 600 ,,° 0,3440 2,7*) 47,3 
0,3870 5,2 81,0 
4°) -— a a“ 0,3734 3,1 56,2 
0,3921 4,8 73,8 














1) Digestion unter Zusatz von Chloroform und Thymol. 

2) 1 com = 5,1 mg KOH. 

3) Digestion unter Zusatz von Fluornatrium, Ausfallung der freien 
Fettsauren. 

*) 1 com = 6,0 mg KOH. 




















Enthalt die Leber ein Cholesterinester spaltendes Enzym? 245 


Zur Beurteilung der Frage, ob bei der Autolyse eine 
Spaltung der Cholesterinester stattgefunden haben kann, kénnen 
wir ohne weiteres die Anzahl Kubikzentimeter Natronlauge 
benutzen, die der bei der Acetylierung gebundenen Menge 
Essigséure entsprechen. Wir sehen dann aus der Tabelle, da8 
in den Versuchen mit Leberextrakt vom Rinde keine Spaltung 
der Ester nachweisbar war. In den beiden Versuchen mit 
Extrakten von Pferdelebern war eine geringe Zunahme der 
Acetylzahlen zu beobachten. 


b) Autolyse unter Zusatz einer Cholesterinester- 
Olemulsion. 

In den folgenden Versuchen wurde untersucht, ob nicht 
etwa eine gréBere Esterspaltung nachweisbar war, wenn man den 
Leberextrakten Cholesterinester zusetzte; denn es war méglich, 
da8 bei der Extraktion der Lebern mit Wasser mehr von dem 
Fermente als von den Estern in Lésung ging. 

Es wurde nur Cholesterinoleat benutzt. Zu seiner Darstellung 
wurde 1 Teil Cholesterin mit 3 Teilen Olsiure im Olbade unter Ein- 
leiten eines Kohlensaurestromes 3 bis 4 Stunden auf etwa 200° C erhitzt. 
Nach dem Erkalten wurde die Masse unter gelindem Erwarmen in 94°/, igem 
Alkohol und etwas Ather gelést und fiir 24 Stunden in den Eisschrank 
gestellt. Das sich hierbei ausscheidende Cholesterinoleat wurde abgesaugt 
und mit kaltem Alkohol gewaschen. Die Krystallmasse wurde mehrmals 
aus Alkoholither umkrystallisiert. Mit Riicksicht auf die Kostbarkeit 
des Cholesterins wurde aber das Umkrystallisieren, das immer mit Verlusten 
verbunden ist, nicht biszur vélligen Reinigung des Praparates (Schmelzp. 42°) 
fortgesetzt, zuma] weder die Anwesenheit von Cholesterin noch die Bei- 
mischung von ©] in den folgenden Versuchen stérend wirken konnte. 

Der Leberextrakt wurde in der iiblichen Weise unter Zusatz von 
Chloroform-Thymol bzw. Fluornatrium hergestellt. Dann wurde der 
Cholesterinester unter gelindem Erwarmen in einem Gemisch von 9 Teilen 
Olivenél und 1 Teil Olséure gelést und dieses Gemisch durch Eintragen 
in 1°/,ige Natriumcarbonatlésung emulgiert, wobei je nach der Reaktion 
des Leberextraktes (Priifung mit rotem Lackmoidpapier) 30 bis 80 ccm 
verwendet wurden. Die Emulsion wurde dem Leberextrakt zugefiigt und 
dieser in 2 Teile geteilt, von denen der eine nach Zusatz der ent- 
sprechenden Menge Salzsiiure aufgekocht, der andere 48 Stunden in der 
Warme — in einer Reihe von Fallen unter gelindem Schiitteln — stehen 
blieb. 

In einer Anzahl dieser und anderer Autolysenversuche tiberzeugte 
ich mich durch Abimpfen auf Nahrgelatine-Agar oder Bouillon, daB die 
zugesetzte Menge von Chloroform-Thymol bzw. Fluornatrium zur Ent- 
wicklungshemmung der Bakterien geniigte, 
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Tabelle II. 
Autolyse unter Zusatz von Cholesterinester-Olemulsion. 
Zusatz von Menge des |, 

be ae Chol.-Ester Olmischung Essigither- NaOH a " 

g g Extraktes | ccm 

11)|]Rind 700 ceml 1 5 5,4805 | 18,8 
3,8459 25,6 | 6,8 

2%)} . 700 , 1 3 2,7941 | 19,5 
22825 28,5 9,0 

32) , 650 , 1 2 2,7757 8,9 
2,9629 13,8 | 4,9 

45) » 2 ~ 0,8 2 2,8550 11,2 
3,1068 13,3 2,1 

53) | Pferd 600 _,, 0,8 2 1,8591 6,3 
2,1620 18,6 | 12,3 

63) Ft «z 0,8 2 2,2917 8,2 
2,5148 12,1 3,9 

73)| , 600 , 0,8 2 0,98004) | 6,9 
1,4198 16,0 9,1 

82)} , 600 , 0,8 2 2,9618*) | 15,2 
3,0010 | 23,5 | 8,3 

93)} , 600 , 08 | 2 2.40114) | 19,8 
2,6629 28,4 | 8,6 

















In allen diesen Versuchen, 4 mit Rinds- und 5 mit Pferde- 
leber, nimmt die Acetylzahl nach Zusatz des Cholesterinester- 
Olgemisches zu. Da in den Versuchen mit Rindsleber ohne 
Zusatz (siehe Tabelle I) keine Zunahme stattfand, scheint also 
eine Spaltung des zugesetzten Esters zu erfolgen. Auch in den 
Versuchen mit Pferdelebern nahmen die Acetylzahlen zu. Die 
Zunahmen sind bei ihnen im Durchschnitt gréBer als in den 
beiden Versuchen der Tabelle I ohne Zusatz. Die Versuche 
sprechen also anscheinend fiir eine Spaltung von Cholesterin- 
estern bei der Autolyse. 

Zur Kontrolle dieses Schlusses wurden die folgenden Ver- 
suche angestellt. 


c) Digestion der Cholesterinester-Olemulsion mit 
Wasser. 
Um zu sehen, wie groB etwa die unvermeidlichen Be- 
obachtungsfehler der Untersuchungsmethode an sich sind, wurde 
1) Chloroform-Thymol. 
2) Chloroform-Thymol, geschiittelt. 


3) Fluornatrium, geschiittelt. 
4) Nach Entfernung der freien Fettsiuren. 
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der Cholesterinester mit dem Olgemisch und Natriumcarbonat 
in Wasser emulgiert. Ein Teil der Emulsion wurde sofort 
eingedampft und der Riickstand wie oben weiter bearbeitet, 
der andere Teil wurde in dem Versuch 1 mit Chloroform und 
Thymol versetzt und ohne Schiitteln, im Versuch 2 mit Fluor- 
natrium versetzt und unter Schiitteln im Warmeschrank stehen 
gelassen. 
Tabelle III. 


Kontrollversuche. 














Vent Wasser Zusatz von —- NaOH 
ecm Chol.-Ester | Olgemisch a ecm 
1 600 1,0 3,0 3,4989 4,8 
600 1,0 3,0 3,4758 4,4 
2 600 1,0 2,5 3,3825 4,7 
600 1,0 | 2,5 3,3988 4,5 














Beim Stehen der wisserigen, sodaalkalischen Emulsion 
fand keine Zunahme der Acetylzahlen statt; der Ester wurde 
nicht gespalten. Daf beim Acetylieren iiberhaupt eine gewisse 
Menge Essigsiure gebunden wurde, zeigt, daB der Cholesterin- 
ester noch mit Cholesterin verunreinigt war bzw. daB das Ol- 
gemisch eine kleine Menge Oxyfettsiuren enthielt. 


d) Digestion der Cholesterinester-Olemulsion mit ge- 
kochtem Leberextrakt. 


Es wurde weiter untersucht, wie sich die Cholesterinester- 
emulsion verhalt, wenn sie mit gekochtem Leberextrakt stehen 
bleibt. Bei allen Versuchen wurden Fluornatriumextrakte von 
Rinds- und Pferdelebern verwendet, die in der gewdhnlichen 
Weise hergestellt worden waren. Nach Zusatz der Emulsion 
wurden 600 ccm sofort weiter verarbeitet, andere 600 ccm 
wurden 48 Stunden in der Warme stehen gelassen. In Ver- 
such 4 und 5 wurden die freien Fettsiuren aus dem Essig- 
atherextrakte ausgefallt. 

Aus den Zahlen in Tabelle IV ist zu ersehen, da8 auch 
beim Digerieren der Cholesterinester-Olemulsion im gekochten 
Leberextrakte keine Zunahme der Acetylzahl eintrat. 

Wenn dies, wie die Tabellen I und II zeigen, im _ nicht 
gekochten Leberextrakt der Fall war, so beweist dies, da bei 
der Digestion in Essigither lésliche Korper mit Hydroxyl- 
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gruppen entstanden. Um zu entscheiden, ob es sich hierbei, 
wie wir bisher annahmen, wirklich um eine Spaltung von 
Cholesterinestern handelte, war noch folgendes zu_beriick- 
sichtigen. 





Tabelle IV. 
Kontrollversuche. 
Zusatz von is 
7 Essigiither- 
Versuch Leber Cholesterin-| Ol- extrakt MeOH 
ester | emulsion 
1 Pferd 0.8 2,0 20854 | 89 
- 2 2,0726 9,8 
2 - a . 2,5241 8,1 
S | x 2,6123 8.7 
3 Rind 1,0 “ 2,7424 9,2 
s ‘ 2,7431 9,4 
4 Pferd 0,8 " 1,8374 5,0 
” ” 1,8137 5,8 
5 “ ‘ ™ 1,9836 6,2 
® | 1,9830 6,0 














Es wurde schon in der ersten Mitteilung darauf hin- 
gewiesen, daS nach den Beobachtungen von Y. Nukada?*) 
auBer Cholesterin im Leberextrakte auch andere in Petrol- 
aither lésliche Stoffe enthalten sind, die sich acetylieren 
lassen. 

Y. Nukada vermutete, daB dies Oxyfettsiuren seien. 

Es lag daher die Annahme nahe, da8 Oxyfettsduren auch 
bei der Autolyse entstanden, und zwar Dioxystearinsiure aus 
der Olsaiure, die in der Leber frei, bzw. als Seife und in 
Estern — Fetten oder Cholesterinester — enthalten sein 
konnte. Die Oxyfettséiuren konnten sich nach der Autolyse zum 
Teil im Essigitherextrakte als freie Fettsiuren finden. Es war 
aber auch méglich, daB die Oxydation ohne Spaltung der Ester 
stattfand. Dies konnte eine Zunahme der Acetylzahlen auch 
im fettsdurefreien Essigitherextrakte bedingen. Die Zunahme 
durfte also nicht ohne weiteres, wie wir es bisher taten, auf 
eine Spaltung der Cholesterinester bezogen werden. 

Unter diesem Gesichtspunkte wurde in dem folgenden 
Versuch der Leberextrakt digeriert, nachdem er nur mit 


1) Diese Zeitschr. 14, 419, 1908. 
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der Olemulsion, ohne Zusatz des Cholesterinesters, vermischt 
worden war. 


e) Autolyse des Leberextraktes nach Zusatz einer 
Olemulsion. 


Die Olemulsion wurde wie in den Versuchen mit dem 
Cholesterinester hergestellt durch Vermischen eines Gemenges 
aus 9 Teilen Olivendl und 1 Teil Olsiure mit einer 1°/, igen 
Sodalésung. 1200 ccm des Leberextraktes enthielten 4 g des 
Olgemisches. Sie wurden in 2 Teile geteilt, von denen der 
eine sofort verarbeitet, der andere fiir 48 Stunden in den Brut- 
schrank gestellt wurde. 


Tabelle V. 


Autolyse unter Zusatz von Olemulsion. 














Versuch Leberextrakt| Essigiter- | NaOH 
600 com extrakt com!) 
. Pferd®) | 1,8567 83 
2,5261 15,4 
. : 2,7824 10,4 
2,7812 16.5 
8 Rind *) 2,5304 11,2 
2,5210 15,8 
¢ Pferd®) 1,6702 13.2 
1,8755 15.5 
. « 9 1,7761 15.3 
1,8978 20,1 











Die Acetylzahlen nahmen zu. Um zu entscheiden, ob 
das Ol bzw. die Olsiure oxydiert oder der im Leberextrakt 
enthaltene Ester gespalten wurde, vergleichen wir diese Zahlen 
mit denen der Tabeclle I, wo der Leberextrakt ohne Zusatz 
digeriert wurde. Um den Vergleich zu erleichtern, sind auf 
der folgenden Tafel VI die Zunahmen der acetylierbaren Sub- 
stanzen aufgefiihrt, ausgedriickt in den entsprechenden Mengen 
Natronlauge. 


1) 1 com = 6,03 mg KOH. 

2) Zusatz von Fluornatrium. 

3) Zusatz von Fluornatrium, Fallung der Fettsiuren aus dem Essig- 
atherextrakt. 

4) Zusatz von Chloroform und Thymol. 
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Tabelile VI. 





such Leber [nahme 


icine hile tie nn a 


Ohne Zusatz Zusatz von Cholesterinester- mere emsuleion 


Ver-| Zu- | Ver-| | Zu- | Ver-| Ver- | Zu- 
such Leber nahme}such | Leber i a such Leber 'nahme 




















11)|Rind| — 13) | Rina | 6,8 | 52) Pferd 12,3 | 31) | Rind| 46 
) — }21)| , | 90/16%/| , | 39 | 2%) 61 
3%) Pferd 25 |3)) , | 49] 72)) | | 91 11%) Pierd 7,1 
4*)| 17 |44); , | 22783) | | o8 fas)! , | 28 
| | 93), 86 | 5%) ,, 4,8 


Beim Rinde sprechen die Zunahmen, die in den Versuchen 
mit Olemulsion beobachtet wurden, fiir eine Oxydation. Denn 
in den Versuchen ohne Zusatz hatte die Acetylzahl nicht zu- 
genommen, in denen mit Olemulsion sehr deutlich. Da in den 
Versuchen mit Rindslebern die freien Fettsiuren nicht entfernt 
worden waren, konnte es sich um eine Oxydation der freien 
und gebundenen Olsdure handeln. 

Auch beim Extrakt der Pferdeleber ist die Zahl fiir den 
Extrakt, in dem die Fettsdéuren nicht entfernt wurden, grédfer 
als fiir die Extrakte ohne Zusatz. Vergleicht man mit letzteren 
die beiden Versuche, in denen die Fettsaéuren aus dem Extrakt 
entfernt wurden, so ist in dem einen kein Unterschied wahr- 
nehmbar, in dem anderen ist auch hier nach Zusatz des Ols 
die Oxydation gréBer. Es mag also unentschieden bleiben, ob 
eine Oxydation der gebundenen Olsdure stattfindet, eine 
Oxydation der Olemulsion scheint aber bei der Auto- 
lyse zu erfolgen. 

Haben wir somit in unseren Autolyseversuchen mit zwei 


Wirkungen — Oxydation der Olsiure und Spaltung von 
Cholesterinestern — zu rechnen, so miissen wir erwarten, daB — 
ein entsprechend energisches Ferment vorausgesetzt — die 


Acetylzahlen in den Versuchen mit Cholesterinester-Olemulsion 
gréBer waren als in denen mit Olemulsion allein. 

Das war in zweien der Versuche mit Rindslebern auch 
der Fall, in zwei anderen aber nicht. Hier ist also der Be- 
weis fiir das Vorhandensein eines Fermentes das die 


1) Zusatz von Chloroform und Thymol. 
2) Zusatz von Fluornatrium. 
3) Zusatz von Fluornatrium, Fallung der freien Fettsauren. 
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Cholesterinester spaltet, bisher noch nicht mit Sicherheit 
erbracht. 

Vergleicht man weiter die Versuche mit Pferdelebern, so 
haben wir auch hier in den Versuchen mit Cholesterin-0l- 
emulsion, in denen die freien Fettséuren nicht entfernt wurden, 
Schwankungen: zweimal eine Zunahme, einmal keine Zunahme. 
In den Versuchen, wo die freien Fettsiuren ausgefallt worden 
waren, ist aber in den beiden Versuchen mit Cholesterinester 
die Zunahme der Acetylzahl erheblich gréBer als in denen mit 
Olemulsion allein. Hier stehen die Zunahmen von 8,3 und 8,6 
im Esterversuch gegeniiber den Zunahmen von 2,3 und 4,8 im 
Olversuch. 

Der Unterschied aus dem Mittel beider Doppelversuche 
ist 8,4—3,5—4,9 com NaOH. Dies entspricht einer Menge 
von 4,4 >< 6,03 >< 651/56——0,308 g Cholesterinoleat, d. h. es wurde 
weniger als die Hialfte des zugesetzten Cholesterinesters ge- 
spalten. Hierzu kime noch eine Menge von etwa 

2 >< 6,03 >< 651/56 = 0,13 g, 
die vielleicht im Leberextrakt selbst enthalten sein konnte. 

Die Gesamtheit der Versuche gestattet den SchluB, daB 
in der Pferdeleber — vielleicht auch in der Rindsleber — ein 
wenn auch anscheinend nur schwach wirkendes Enzym vor- 
handen ist, das Cholesterinester spaltet. 


Biochemische Zeitschrift Band 26. 17 








Zur Kenntnis der in Essigiather léslichen Stoffe tierischer 
Organe und ihres Verhaltens bei der Autolyse. III. 
Von 
Kenro Kondo. 


Uber die Bildung von Oxyfettsiuren bei der Autolyse 
der Leber. 


(Aus dem chemischen Laboratorium des physiologischen Instituts 
zu Breslau.) 


(Eingegangen am 26. April 1910.) 


In den Versuchen der vorhergehenden Mitteilung war darauf 
geachtet worden, ob neben einer etwaigen Spaltung der im 
Leberextrakt enthaltenen Cholesterinester auch eine Oxydation 
des Oles stattfand, bei welcher der mit dem Glycerin bzw. Chole- 
sterin verbundene Olsidurerest hydrolysiert wurde. Das Er- 
gebnis war bisher kein derartiges, um eine solche Oxydation 
mit Sicherheit behaupten zu kénnen. 

Giinstiger fielen die folgenden Versuche, in denen das Ver- 
halten der Fettséuren untersucht wurde, die nicht im fettsaure- 
freien Essigatherextrakt gebunden enthalten waren, sondern teils 
aus dem Essigitherextrakt mit Baryt abgeschieden, teils durch 
Verseifen der in Essigaéther unléslichen Substanzen des Alkohol- 
extraktes gewonnen wurden. 

Die Versuche wurden im unmittelbaren Anschlu8 an die 
in der vorhergehenden Mitteilung beschriebenen Untersuchungen 
der Essigitherextrakte ausgefiihrt. Der Alkoholextrakt, der vor 
bzw. nach der Autolyse aus dem wisserigen Leberextrakt er- 
halten worden war, war, wie erwaihnt, durch Behandlung mit 
Essigither in einen in kaltem Essigither léslichen und einen 
in kaltem Essigither unléslichen Teil zerlegt worden. Letzterer 
wurde von neuem wiederholt mit heiBem Alkohol ausgekocht. 
Die alkoholische Lésung wurde mit 5 bis 8 g Kaliumhydroxyd, 
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bei Verarbeitung von 600 bis 700 g Leberextrakt, versetzt 
und etwa 1 Stunde auf dem Wasserbade erhitzt. Dann wurde 
mit Wasser verdiinnt und zunichst nur so viel Salzsiure zu- 
gefiigt, daB die Fliissigkeit auf rotes Lackmoidpapier annahernd 
neutral reagierte, dann wurde der Alkohol durch wiederholtes Ab- 
dampfen mit Wasser entfernt und die Fliissigkeit mit Salzsiure 
iibersdttigt. In diese Fliissigkeit wurden die Barytseifen des 
Essigitherextraktes gegeben, die in der Weise gewonnen worden 
waren, daS man zu dem in einem Gemisch von Ather und 
Methylalkohol gelésten Essigitherextrakt methylalkoholische 
Barytlésung bis zur Rétung der mit Phenolphthalein versetzten 
Lésung hinzugefiigt hatte. Die durch Salzséiure abgeschiedenen 
Fettsiuren wurden abfiltriert und mit heiBer 10°/,iger Koch- 
salzlésung séurefrei gewaschen. Die Fettséuren wurden in Ather 
gelést und mit destilliertem Wasser zur vélligen Entfernung der 
Chloride gelinde geschiittelt. Die Atherlésung wurde in einen 
gewogenen Kolben gegossen, der Ather abdestilliert und der 
Riickstand im Leuchtgasstrome getrocknet. Er wurde acetyliert 
und die hierbei gebundene Menge Essigsaure in der friiher be- 
schriebenen Weise bestimmt. 





i — 


Versuch | Extrakt der Pferdeleber | Fettsduren | NaOH Zunahme 
ns g. com 
Tab. IV Nr.4] Gekocht nach Zusatz 1,4260 174 | 1,6 
von Cholesterinester- | 1,6415 19,0 | 
Olemulsion 
Nr.5 1,5018 ~~ a 
1,5032 16,0 | 
Tab.I Nr.3 ohne Zusatz 1,0025 me (| 2,1 
1,0203 14,2 | 
Nr. 4 . : 1,0157 64 | 94 
1,0142 15,8 | 
Tab. II Nr.7 Cholesterinester- 1,9121 8,9 | 3,2 
Olemulsion 2,2312 12,1 | 
Nr. 8 : 1,8083 82 | 34 
1,8568 128 | 
Nr. 9 ss 1,4200 | 14,5 | 10,7 
| 14396 25,2 | 
Tab. V Nr. 4 Olemulsion 1,9839 6.6 | 4,8 
24662 | 114 | 
Nr. 5 on 1,3820 15,8 | 16,4 
1,3574 32,2 





Auf der vorhergehenden Tafel sind die Ergebnisse verzeichnet. 
Die erste Spalte weist auf die entsprechenden Versuche der Mit- 
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teilung II hin, in denen bereits die Acetylzahl des Essigither- 
extraktes bestimmt worden war. In der zweiten Spalte ist die 
Gesamtmenge der in Wasser uniléslichen Séuren aufgefiihrt, die 
in dem aus dem Wasserextrakt der Leber gewonnenen Alkohol- 
extrakt frei und gebunden enthalten sind, letzteres, soweit sie 
sich nicht in Glycerin- oder Cholesterinestern finden. Als solche 
Stoffe, die in kaltem Essigither schwer léslich sind, kommen 
mesentlich die Lecithine in Betracht. In der dritten Spalte 
finden sich die Mengen Natronlauge angegeben, die der bei der 
Acetylierung gebundenen Essigsaure entsprechen, in der vierten 
die Zunahme, die bei der Digestion eintrat. 

Der Vergleich der autolysierten Proben mit den Versuchen, 
in denen der Leberextrakt erst nach dem Kochen digeriert 
wurde, zeigt, daB bei der Autolyse die Menge der acetylierbaren 
Fettsiuren zunahm. Es fand anscheinend eine Oxydation von 
Fettsiuren zu Oxyfettsiuren statt, die nicht durch Autoxy- 
dation erfolgte, sondern durch irgendeinen im Leberextrakt ent- 
haltenen Sauerstoffiibertrager. Wenn wir annehmen, daB die 
Oxyfettsiure eine Dioxystearinsiure C,,H,,0,, Mol.-Gew. 316, 
war, so entsprach 1 ccm der Natronlauge 6,0-316:56 — 33,8 mg 
Dioxystearinsiure. Es enthielten die Fettséuren des Extraktes 
der Versuche auf 


Tab. I Nr.3 vor der Digestion 40,9°/, Oxyfettséuren, 
nach ,, Pe 47,1°/, ‘a 
Nr. 4 vor _,, a 21,4°/, - 
nach ,, . 52,8°/, “ 
Die Menge der Oxyfettsiuren wire hiernach so bedeutend, 
daB der Versuch ihrer Darstellung nicht aussichtslos erscheint. 
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Uber den EinfluB des Sauerstoffdrucks auf den 
Gaswechsel einiger Meerestiere. 
Von 


Martin Henze, 


(Aus der chemisch-physiologischen Abteilung der zoologischen Station 
zu Neapel.) 


(Eingegangen am 29. April 1910.) 


Unseren heutigen Anschauungen zufolge ist der respiratorische 
Gaswechsel der Warmbliiter in weitem Mafe unabhaingig vom 
aéuBeren Sauerstoffidruck. Fiir die Wirbellosen ist die Frage 
nach dem EinfluB wechselnder Sauerstoffdrucke auf den Gas- 
wechsel meines Wissens nur einmal, und zwar von Thunberg’), 
aufgeworfen worden. Thunberg fand, da8 sich bei Limax, 
Tenebrio und Lumbricus der Sauerstoffverbrauch im Gegensatz 
zu der allgemeinen Anschauung mit dem jeweiligen Sauerstoff- 
druck anderte. — Untersuchungen iiber den Einflu8 auBerer 
Faktoren auf die Atmung verschiedener Meerestiere fiihrten 
mich dazu, auch das Verhalten solcher Organismen in sauer- 
stoffreicherem und sauerstoffarmerem Wasser zu beobachten und 
gaben gerade in Hinblick auf die Thunbergschen Angaben 
AnlaB, diese an Meeresorganismen noch nicht studierte Frage 
weiter zu verfolgen. Dabei sei ausdriicklich hervorgehoben, 
daB es sich nicht um Beobachtungen unter abnorm hohen 
Sauerstofidrucken handelte. Die deletéren Wirkungen solcher 
Drucke sind seit den Arbeiten Berts bekannt und an Ver- 


1) L. Thunberg, Der Gasaustausch einiger niederer Tiere in seiner 
Abhangigkeit vom Sauerstoffpartialdruck. Skand. Arch. f. Physiol. 
17, 133. 
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tretern der verschiedensten Tierklassen studiert worden. Ebenso 
wenig kam das andere Extrem in Frage, namlich das Ver- 
halten der Tiere bei vélligem Sauerstoffmangel. Was dabei als 
normaler Druck oder besser als Optimum des Druckes zu be- 
zeichnen ist, wird sich bei naherem Zusehen fiir die verschie- 
denen Organismen ohne Zweifel als ziemlich schwankender 
Begriff herausstellen; das ist erklirlich, wenn man sich die bio- 
logischen Verhaltnisse und die verschiedenen Lebensbedingungen 
gerade der Meeresorganismen vergegenwartigt. 

In den folgenden Versuchen, zu denen Meeresorganismen 
der verschiedensten Tierklassen herangezogen wurden, wurde 
zunachst einfach bestimmt, ob beim Verweilen derselben in 
Wasser von wechselndem Sauerstoffgehalt ihr Sauerstoffkonsum 
konstant blieb resp. sich anderte. 

Mit Ausnahme einiger im Anhang mitgeteilter Vorversuche 
wurde vorerst von der gleichzeitigen Bestimmung der Kohlen- 
saure abgesehen, hauptsichlich infolge der Schwierigkeiten, die 
die exakten Bestimmungen kleiner Kohlensiuremengen im Meer- 
wasser bedingen. 

Die Methodik war demnach eine héchst einfache. Die 
Tiere wurden in entsprechend groBen, mit dem jeweilig be- 
nutzten Wasser gefiillten, gut schlieBenden Stdpselflaschen ge- 
halten, die in einem Thermostaten standen. Die Versuchs- 
dauer wurde so gewahit, da8 bei deutlich wahrnehmbarer 
Sauerstoffabnahme die Abnahme doch nie mehr als _ aller- 
héchstens ca. 20°/, des Gesamtsauerstoffs betrug. Der Sauer- 
stoffgehalt des Wassers vor und nach dem Versuch wurde 
nach Winklers Methode titriert. Es ist bekannt, daB die 
Methode nur dann einwandfreie Resultate liefert, wenn das 
Wasser frei von organischen Verunreinigungen ist, weshalb das- 
selbe vorher stets durch ein dickes Faltenfilter filtriert wurde. 
Sollte sauerstoffreiches Wasser zur Anwendung kommen, s0 
wurde aus einer Sauerstoffbombe langere oder kiirzere Zeit 
Sauerstoff durch das in 5 bis 10 Literflaschen befindliche Wasser 
geleitet oder dasselbe wurde im umgekehrten Falle einige Zeit 
mit der Wasserstrahlpumpe evakuiert. In beiden Fallen anderte 
sich der Kohlensauregehalt praktisch nicht. 

Das Wasser wurde durch einen bis zum Boden der Ver- 
suchsgefaBe reichenden Heber eingefiillt. Anderungen im Sauer- 
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stoffgehalt wurden dabei nicht beobachtet, nur bei sehr hohem 
Sauerstofigehalt waren besondere MaBregeln zu nehmen. 

Die frisch vom Meere hereinkommenden Tiere wurden erst 
einige Tage im Aquarium gehalten, teils um sie sich dem etwas 
verinderten Wasser anpassen zu lassen, teils um festsitzenden 
Tieren Zeit zu geben, sich in den VersuchsgefaéBen wieder an- 
zuheften. Bei der Auswahl der Tiere war die erste Bedingung, 
daB dieselben in normalem Wasser in gleichen Zeiten gleichen 
Sauerstoffkonsum aufwiesen. Tiere, die lebhafte unregelmabige 
Bewegungen ausfiihren, oder die sich, z. B. wie Ascidien, dff- 
neten oder schlossen, konnten nicht benutzt werden, da ihr 


Gasaustausch oft in weiten Grenzen wechselte. ') 

Erlauterungen zu den Tabellen: Der Sauerstoffgehalt des 
Wassers und Sauerstoffkonsum der Tiere ist angegeben in ccm "/j99- 
Thiosulfat, und zwar stets bezogen auf 280 ccm Wasser, d. h. der 
Inhalt der Titrationsflasche. Von einer Umrechnung auf com O (1 ccm 
®/1:90- Lhiosulfat entspricht 0,00558 ccm O) wurde abgesehen, ebenso wenig 
wurden die Berechnungen auf Zeit- und Gewichtseinheit pro Tier ge- 
macht. Solche Bestimmungen sind in vielen Fallen bei Wassertieren 
schwer oder iiberhaupt nicht exakt ausfiihrbar. AuBerdem geniigten im 
vorliegenden Falle vergleichende Untersuchungen an ein und demselben 
Individuum. 

Der gewodhnliche Sauerstoffgehalt des Meerwassers betrigt bei 15° 
ca. 5,5cem pro Liter. Pro 280 ccm Wasser entspricht dies 23 bis 28 com 
®/109-Lhiosulfatlésung. 

Ferner sei bemerkt, daB die Tiere vor Beginn des Versuchs in fast 
allen Fallen erst 10 bis 15 Minuten in dem jeweilig zur Anwendung 
kommenden Wasser gehalten wurden, so daB ein Diffusionsausgleich in 
bezug auf den Sauerstoff zwischen Gewebsfliissigkeit und auBerem Milieu 
stattfinden konnte. 


I. 


1, Actinia equina: Das zu den Anthozoen gehérige, schén rot 
gefairbte Tier lebt festsitzend. Es vermag sowohl seine Tentakeln ein- 
zuziehen als sich auch stark zu kontrahieren, wodurch mitunter még- 
licherweise kleine Schwankungen im Gaswechsel bedingt sein kénnten. 
Es wurde dies nicht naher verfolgt; sind diese vorhanden, so sind sie 
jedenfalls so unbedeutend, daB sie bei den groBen Differenzen, die, wie 
sich im folgenden zeigt, im Sauerstoffkonsum unter wechselnden Drucken 
zutage treten, nicht in Betracht kommen. 


1) Es scheint mir nicht unwahrscheinlich, da8 Tiere, die sich stark 
zu kontrahieren vermégen, andererseits aber durch Wasseraufnahme 
wiederum anschwellen kénnen, hierin ein Mittel besitzen, um ihren Sauer- 
stoffbedarf in gewissem Grade regulieren zu kénnen. 





258 


Versuchsreihe 1. 
Actinia equina: 
660 com Wasser, 

suchsdauer 45 Min. 


O-Gehalt 
des Wassers 


23.80 
23,80 
37,00 


3 Exemplare in 
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Versuchsreihe 3. 


Actinia equina: 


5 Exemplare in 


500 com Wasser, t = 15°. Ver- 
suchsdauer 1 St. 


O-Gehalt des 
des Wassers 


26,20 
25,10 
39,90 


O-Konsum 


4,40 
4,10 
6,60 


Actinia equina: 
660 com Wasser, t — 19°. 


48,60 


1 Tag dazwischen 
23,50 3,40 


Versuchsreihe 2. 


suchsdauer 75 Min. 


O-Gehalt 

Wassers 
25,60 5,30 
47,70 9,40 
65,20 10,10 
43,35 6,40 
26,60 5,20 
26,60 5,65 


3 Tage spiter 
26,80 
46,40 
45,50 
87,30 
26,80 


3 Exemplare in 


O-Konsum 


38,90 
40,80 
26,50 
1 Tag spiater 
26,40 


26,40 
20,50 
Tiere hierauf 3 St. lang in flieBen- 
dem Wasser von O =17,50 ge- 
halten 
18,90 2,50 


Versuchsreihe 4. 
Actinia equina: Verhaltnisse wie 
im obigen Versuch. 


O-Gehalt 


des Wassers 0-Konsum 


26,40 
15,20 


4,40 
2,00 


Hieran anschlieBend Tiere 4 St. in 
flieBendem Wasser mit O — 14,70 


17,40 
26,70 


3,40 
4,10 


2. Anemonia sulcata: Diese der Actinia nachst verwandte See- 
rose lebt wie jene angeheftet an Steinen in geringer Tiefe. Ihr gleich 
ma&Biger Gaswechsel machte sie besonders geeignet fiir die beabsichtigten 
Versuche. 
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Versuchsreihe 5. 
Anemonia sulcata: 3 Exemplare 
in 1350 ccm Wasser, t = 19°. Ver- 

suchsdauer 2 St. 


O-Gehalt 
ies Gnas O-Konsum 
25,70 6,10 
47,70 8,80 
2 Tage spiter 
25,90 6,85 
13,00 4,70 
2 Tage spiter 
25,95 6,85 
73,00 9,70 
73,00 10,20 
1 Tag spater 
32,80 ; 
46,30 9,60 
25,90 7,70 (7) 
1 Tag spiater 
25,65 6,70 
73,80 9,40 
25,65 4,65 (?) 
5 Tage spater 
14,10 4,30 
26,00 6,70 
6,20 1,55 


Versuchsreihe 6. 
Anemonia sulcata: 4 Exemplare in 


11 Wasser, t= 16,50°. Versuchs- 
dauer 2 St. 
d be —_ - O-Konsum 
26,90 7,90 
26,90 7,50 
27,00 8,30 
16,90 3,50 
12,20 3,30 


Versuchsreihe 7. 
Anemonia sulcata: 1 sehr groBes 
Exemplar in 1 1 Wasser, t = 15°. 

Versuchsdauer 30 Min. 


O-Gehalt 
des Wassers O-Konsum 
26,20 4,50 
25,10 4,60 
39,90 5,10 


O-Gehalt 
des Wassers O-Konsum 
44,20 7,10 
38,90 0,00 (7) 
48,30 4,30 
53,70 0,60 (?) 
26,30 , 
26.50 3,00 
a 3,30 
i. 3,50 
1 Tag spater 
26,40 , 
16,90 2,30 
16,80 2,60 
11.10 0,40 (7) 
20,50 3,10 
10,00 1,10 
10,20 1,30 
12,20 1,70 
20,90 2,80 
26,10 3,70 
26,10 3,90 
1 Tag spater 
26,30 : 
35,50 5,70 
33,50 2,50 
52,80 5,50 
26,60 2,60 
27,00 2,30 
52,50 4,80 
40,40 4,40 
1 Tag spiter 
26,40 3,50 
20,50 2,30 


AnschlieBend hieran Tiere in flieBen- 
dem Wasser von O = 16,50 fiir 3 St. 
gehalten 
15,30 2,80 


Versuchsreihe 8. 
Anemonia sulcata: Verhiltnisse wie 
in obiger Versuchsreihe. 


O-Gehalt - 
des Wassers O-Konsum 
26,40 3,50 
20,50 2,30 


Tiere hierauf 4 St. in flieBendem 
Wasser von O = 14,70 gehalten. 
17,40 2,20 


26.70 3.50 


Aus den vorstehenden Versuchsreihen ergibt sich, dai der 
Sauerstoffkonsum beider Anthozoen in deutlicher Weise mit den 


Anderungen des Sauerstoffdruckes wechselt. 


Bei graphischer 


Darstellung der Verhiltnisse wiirde sich zeigen, daf die den 
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Sauerstoffkonsum unter verschiedenen Drucken illustrierende 
Kurve anfangs steil ansteigt, um bei héheren Drucken sich einem 
Maximum zu nahern. Die Anderungen im Sauerstoffkonsum 
sind nicht nur voriibergehende, wie dies speziell fiir niedere 
Drucke schon aus den Versuchsreihen 3, 4, 7 folgt. 

Bei Drucken, die den des normalen Wassers iibersteigen, 
zeigte sich bei einigen am Ende des Winters angestellten 
langeren Beobachtungsreihen, daG8 der Sauerstoffkonsum plétz- 
lich sehr weit absank, und zwar sogar unter den des Konsums 
bei normalem Druck (vgl. Versuchsreihe 7). Worauf dies zuriick- 
zufiihren ist, vermag ich nicht anzugeben. Andere, im Sommer 
angestellte Beobachtungsreihen von laingerer Dauer unter er- 
héhtem Druck hatten gerade gezeigt, daB auch der supra- 
normale Sauerstoffverbrauch, so lange die Beobachtung fort- 
gesetzt wurde, anhielt. Die speziell darauf gerichteten Ver- 
suchsreihen sind im folgenden wiedergegeben: 


Versuchsreihe 9. 
Actinia equina: 5 Tiere in 500 ccm Wasser, t = 16,3°. 

















Zeitdauer | — a | O-Verbrauch 
g4s_]145 27,90 4,50 

1240 Q40 40,20 9,00 
Q52__ 452 44,60 9,80 


Das Gefi8 mit den Tieren wurde jetzt mit einem doppelt durch- 
bohrten Gummistopfen verschlossen und durch eine in letzteren einge- 
lassene Glasrohrverbindung mit einem groBen 501-Ballon in Verbindung 
gesetzt. Der Ballon war mit sauerstoffhaltigem Wasser (O-Gehalt — 46,20) 
gefiillt. In 35 Min. floB ca. 11 Wasser aus dem groBen Ballon durch 
das Gefi8 mit den Tieren. 

Am nichsten Morgen friih 9 Uhr zeigte das Wasser im TiergefiB 
O-Gehalt — 42,20, das Wasser im Ballon O-Gehalt — 43,50. Nunmehr 
wurden die Tiere sofort wieder in O-reiches Wasser iibertragen und mit 
ihnen die folgenden Versuche angestellt: 





Zeitdauer | O-Gehalt des O-Verbrauch 








Wassers 
g25__] 125 43,50 | 9,00 /t—=150 
12 —2 44,60 8,60 | 
Q26__ 426 28,40 | 4,80 
Nacht iiber in Normalwasser | 
1135—]35 29,80 | 5,10 


140__g10 29.80 4,80 bam folgenden Morgen 
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Diese Versuchsreihe beweist, daB die Actinien beim Ein- 
bringen in das sauerstoffreiche Wasser sofort ihren Sauerstoffkonsum 
auf etwa das Doppelte erhéhen und diesea Mehrkonsum wahrend 
der ganzen Versuchsperiode, d.h. also iiber 24 Stunden lang, 
unverindert beibehalten. Umgekehrt fallt der Sauerstoffver- 
brauch sofort wieder auf den normalen Betrag, sowie die Tiere 
in normales Wasser iiberfiihrt werden. 

Dasselbe Bild zeigen zwei ahnlich angestellte Versuchs- 
reihen mit Anemonia sulcata. 


Versuchsreihe 10. 
Anemonia sulcata: 4 Tiere in 1000 com Wasser; t = 16°; Zeitdauer 











1 St. 30 Min. 

) . 
Zeitdauer | O- —_—- | O-Verbrauch 
gio_jgso | 27,30 | 6,50 
10%_}210 | 27,30 6,80 
126 45 39,40 8,40 
150__ 320 40,00 | 7,00 (2) 
325 455 40,00 7,90 


Jetzt die Tiere in ein groBes GefiB mit Seewasser gebracht, durch 
das konstant ein Sauerstofistrom perlte, und bis zum nichsten Morgen 
darin gehalten. Hierauf eine neue —_Versnsheneishe angrechiensen. 





| O-Gehalt des | O-Verbrauch 


i | 
Zeitdauer | Wassers: | 
rT ao . —— ——— ——_—_—— ————= | ——— 
7 eo 47,70 a Direkt aus sauerstoff- 
1235. 905 | 27 30 570 «—) Teichem Wasser in 
g10_. 340 | 27°80 6.90 |) Normalwasser iiber- 


|\ tragen. 


Versuchsreihe lI. 
Anemonia sulcata: 5 Tiere in 1500 com Wasser; t = 13,5°; Zeitdauer 
1 St. 30 Min. 





O-Geh. des Wassers | O-Verbrauch 











29,20 4,00 
29,20 3,60 


Die Tiere wurden nach dieser Bestimmung in Wasser gehalten, das 
fortgesetzt durch einen Sauerstoffstrom mit Sauerstoff versorgt wurde. Das 
Wasser enthielt am Ende einer Versuchsdauer von 18 Stunden: O-Ge- 
halt — 85,50. Nach diesem Aufenthalt wurden die Tiere in neues, 
O- reiches Wasser Gberteagen und ihr O-Konsum weiter bestimmt. 





O-Geh. des Wassers oO. Verbrauch 


70,60 10,00 
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Jetzt die Tiere 15 Min. in laufendem Normalwasser gehalten und 
hieran anschlieBend den O-Verbrauch in Normalwasser pro 1 St. 30 Min. 
wie oben bestimmt. 





O-Geh. des Wassers O-Verbrauch 








29,10 3,90 


29,20 3,70 

Nach dem langen Aufenthalt in dem _ sauerstoffreichen 
Wasser, in dem der Sauerstoffverbrauch ungefahr auf das Zwei- 
einhalbfache des normalen angestiegen war, sinkt derselbe sofort 
ab auf seine normale GréBe, sobald die Tiere wieder in Wasser 
von normalem Sauerstoffpartiardruck gebracht werden. 

3. Sipunculus nudus: Der kiemenlose, zu den Gephyreen 
gehérige Wurm liegt meist bewegungslos in Sand und Schlamm. 
Es ist anzunehmen, daB sein Sauerstoffbedarf infolge dieser 
Lebensweise an und fiir sich ein geringer ist, mithin Wasser 
von normalem Sauerstoffgehalt fiir ihn méglicherweise bereits 
ein Wasser von supranormalem Sauerstofidruck ist. Mehrfach 
angestellte Versuche ergaben ferner, da8 das Tier in fast vollig 
sauerstofifreiem Wasser tagelang ungeschiadigt lebte. 

Die als Blut zu bezeichnende Leibeshohlenfliissigkeit von 
Sipunculus ist im Moment der Entnahme hellrétlich gefarbt, 
nimmt aber beim Sattigen mit Luft oder Sauerstoff einen tief 
burgunderroten Ton an. Hierbei wird Sauerstoff von seiten des 
im Blute vorhandenen Hamerythrins fixiert. Winterstein’), 
der kiirzlich das Sauerstoffbindungsvermégen dieser himerythrin- 
haltigen Fliissigkeit exakt bestimmte, fand dieselbe, wenn sie dem 
lebenden Tiere unter den nétigen Kautelen entnommen wurde, 
niemals maximal mit Sauerstoff beladen. Damit im Einklang 
steht jedenfalls die stets gemachte Beobachtung, da die im 
allgemeinen einen rétlichgelben Farbton zeigenden Tiere in 
sauerstoffreichem Wasser sich ausgesprochen rotbraun farben. 
Offenbar wird unter dem héheren aéuBeren Sauerstoffdruck mehr 
Sauerstoff vom Hamerythrin gebunden. Umgekehrt verfarben 
sich die Tiere in Wasser mit niederem Sauerstoffgehalt und 
werden fast weiS. 


1) H. Winterstein, Zur Kenntnis der Blutgase wirbelloser Seetiere. 
Diese Zeitschr. 19, 384. 
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Versuchsreihe 12. O-Gehalt 


> O-K 
Sipunculus nudvs: 2 Exemplare in des Wassers em 
660 ccm Wasser, t = 20°, Versuchs- 21,60 2,40 
dauer 30 Min. 25,80 4,00 
O.Gehalt » 26,00 3,90 
des Wassers O-Konsum 6,20 1,10 
25,90 3,30 <— - 
25,90 3,50 25,80 4.10 
35,60 4,70 180 10 
66,40 6,30 (?) a ren 
25,90 3,50 : , 
. 6 57,20 4,30 
Versuchsreihe 13. 57,70 5,30 
Sipunculus nudus: 2 Exemplare in 25,807) 2,40") 
660 com Wasser, t— 20,5", Ver- 25,80 3,80 
suchsdauer 30 Min. 1) Direkt aus O-reichem Wasser 
O-Gehalt iibertragen. 
des Wassers O-Konsum 
25,80 3,80 
14,10 1,80 


Beide Versuchsreihen zeigen zunichst deutlich die Beein- 
flussung des Sauerstoffkonsums durch den jeweiligen Sauerstoff- 
druck des Wassers. Speziell Versuchsreihe 13 laBt ferner er- 
kennen, da8 die Kurve fiir den Konsum bei ansteigenden Sauer- 
stoffdrucken im Vergleich zu der der Actinien bereits bei weit 
niedereren Drucken ihren Hohepunkt erreicht. 

In der folgenden Versuchsreihe (Nr. 14) wurden die Tiere 
fiir iber zwei Tage niedereren Sauerstoffdrucken ausgesetzt und 
alle halben Stunden der Sauerstoffkonsum bestimmt. Der 
Konsum bleibt wahrend der ganzen Zeit niedrig, um beim 
Zuriickbringen in Normalwasser sofort wieder seine urspriing- 
liche Hohe zu erlangen. 


Versuchsreihe 14. O-Gehalt a 
Sipunculus nudus: 2 Exemplare in des Wassers 
550 com Wasser, t= 20,5°, Ver- 18,80 3,10 
suchsdauer 30 Min. 18,80 3,10 
O-Gehalt 18,90 3,00 
des see O-Konsum 18,90 2,40 
26,80 3,40 wae vn 
4,70 0,80 7'50 0,80 
7,70 1,10 7'50 0.90 
7,70 1,10 7'50 1.00 
7,90 one 27,10 4.20 
10,50 1,50 . , 
10,40 1,10 1 Tag dazwischen. 
Fortsetzung am folgenden Tag. 27,10 4,10 
27,10 4,10 
27,70 4,30 


27,70 4,50 
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Die umgekehrten Verhiltnisse sind durch Versuchsreihen 15 
und 16 illustriert, in denen die Tiere langere Zeit kontinuier- 
lich unter erhdhten Sauerstoffdrucken beobachtet wurden. 


Versuchsreihe 15. O-Gehalt ; 
, : des Wassers O-Konsum 
2 Sipunculus in 550 com Wasser, 0 790 
= a Pea: 30 Min. ono 7:20 
-Gehalt 27,80 1) 3,201) 
des Wassers O-Konsum 27,80 4,70 
27,80 5,30 27,80 : 3,20 (?) 
47,70 [9,30] (?) 27,80 4,90 
48,10 7,60 27,80 5,00 
41,10 6,70 27,80 5,10 
53,60 7,20 1) Direkt iibertragen. 


Versuchsreihe 16. 
Sipunculus nudus: 5 Expemplare in 1000 ccm Wasser, t — 14°, Zeit- 





dauer 1 St. 
Zeitdauer — | O-Verbrauch 








310410 26,50 5,90 


Die Tiere wurden jetzt in eine 8 1-Flasche gegeben, durch deren 
Wasser ein Sauerstoffstrom perlte, und darin bis zum nichsten Morgen 
gelassen. Am Morgen hatte das in dem TiergefiB befindliche Wasser 
den O-Gehalt — 82,99 */,,.-Thiosulfat. Die Tiere wurden nun direkt in 
das Respirationsgefa8 zur Bestimmung des Sauerstoffkonsums iibertragen. 





| o. up 
O-Gehalt des O-Verbrauch 








Zeitdauer Wientene 
9501950 | 48,90 7,00 
ll —12 51,90 7,00 
12 — 1 50,90 [5,20] (?) 
]15__ 915 26,80 5,90 
Qis6_. gis | 26,80 6,20 
315 415 26,80 5,90 
Am folgenden Tage 
10—11 26.60 6,00 
11—12 26,60 | 5,80 
II. 


Die in diesem zweiten Abschnitte zusammengefaBten Ver- 
suchsreihen beziehen sich samtlich auf héher organisierte Meeres- 
tiere, die bei einer ausgebildeten Zirkulation sowohl vermittels 
Kiemen atmen als auch Sauerstoff fixierende Proteine in ihrem 





ete ay 














ae Pca hae he Adil at Be 


oath pane heath NRRL: baie me pT Ta GCE Si AR a Na HW abhi ince BAS, oe 


Pree 





Einflu8 des Sauerstoffdrucks auf den Gaswechsel einiger Meerestiere. 265 


Blute fiihren. Es hat sich herausgestellt, daB der Sauerstoff- 
konsum dieser Tiere — wie bei den Warmbliitern — unabhangig 
vom éuBeren Sauerstoffdruck ist. 

Unter den Crustaceen wurden die folgenden zwei Vertreter 
gewahlt: 

1. Carcinus moenas. O-Gehalt O Mateus 


Versuchsreihe 17. des Waseers 
1 Exemplar in 500 com Wasser, Ein neues Tier. 


t— 16,5°, Versuchsdauer 30 Min. Pym — 
Py ll O-Verbrauch 54,50 7,20 
27,60 3,10 
52,60 3,50 
60,80 3,50 2. Scyllarus latus. 
rn ers Versuchsreihe 19. 
28,40 3,10 1 groBes Exemplar in 1350 ccm 
28,20 3,30 Wasser, t — 20°, Versuchsdauer 
19,50 nen 1 Stunde. 
11,60 00 " 
13,50 3,10 a —— m O-Verbrauch 
13,60 2,90 26,00 7,70 
Versuchsreihe 18. 26,00 7,60 
Carcinus moenas: 1 Exemplar in 46,80 7,00 
870 com Wasser, t— 21,59, Ver- 26,00 6,40 
suchsdauer 45 Min. ay a 
O-Gehalt ¢ ‘ 
dun Gases O-Verbrauch 39,20 6,40 
25,701) 8,901) 2 Tage spiter. O-Konsum ist 
53,801) 7,101) etwas abgesunken. 
62,80 6,00 25,70 5,50 
25,80 5,80 53,80 5,50 
25,80 5,80 62,80 7,00(?Fehier) 
66,20 5,80 54,10 ' 
25,80 5,90 66,20 5,50 
1) Tier noch etwas unruhig. 25,80 5,30 


Zu zwei weiteren Versuchsreihen wurden die Mollusken 
Aplysia und Eledone gewahlt. Die fiir den Sauerstoffkonsum 
bei wechselnden Drucken erhaltenen Zahlen stimmen vielleicht 
nicht so vollstandig iiberein wie z. B. bei den Krebsen. Haupt- 
sichlich liegt dies wohl daran, daB8 sich die Tiere wahrend der 
Versuchsperiode nicht gleichmaBig ruhig verhalten. Es ist dies 
besonders daraus zu schlieBen, daB die kleinen Differenzen meist 
nicht parallel mit den Sauerstoffdrucken gehen. Méglicherweise 
ist aber auch die Hautatmung ein nicht zu vernachliassigender 
Faktor. Jedenfalls berechtigen die Resultate zu dem SchluB, 
daB auch der Gaswechsel dieser Tiere unabhingig vom Druck ist. 
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3. Aplysia limacina. 


Dieselben Tiere 2 Tage spiter. 
Inzwischen gut gefiittert. 
6,30 


Versuchsreihe 20. ae 600 
2 kleine Exemplare in 41 Wasser, 58,90 7,10 
t— 20°, Versuchsdauer 30 Min. 48,80 6,90 
O-Gehalt on a 
-“Geha « 26,80 5,30 
dno Gene O-Verbrauch 26°80 5°80 
25,60 5,20 26,80 5,60 
25,60 4,60 Fortsetzung am folgenden Tag. 
47,70 5,90 26,05 7,30 
41,20 5,50 26,05 6,70 
65,20 5,40 26,05 7,10 
66,90 6,60(?Fehler) 23,90 6,70 
43,35 4,10 6,601) 3,001) 
26,65 4,25 13,60 6,10 
26,65 4,40 26,05 6,50 
26,65 4,25 1) Tier asphyktisch. 


Bei vermindertem Sauerstoffdruck ist bei einem Gehalt des 
Wassers von O = 13,60, d. h. etwa der Hialfte des unter nor- 
malen Bedingungen vorhandenen Sauerstoffes, die Atmung offen- 
bar noch ganz normal, wahrend bei O = 6,60, dem Abfall im 
Sauerstoffkonsum nach zu urteilen, sich Asphyxie einstellt. Aplysia 
kann iibrigens stundenlang in fast sauerstofffreiem Wasser ohne 


sichtbare Schadigung existieren. 


4. Eledone moschata. 


Versuchsreihe 23. 


Eledone moschata: 1 Exemplar in 


Versuchsreihe 21. 
1 Exemplar in 1600 ccm Wasser, 


1600 ccm Wasser, t = 20,5°, Ver- 


suchsdauer 30 Min. 


t= 19°, Versuchsdauer 1 Stunde. O-Gehalt 
0-Gehalt oahu des Wassers Opens 
des Wassers : — 26,101) 6,901) 
23,50 4,20 26,101) 6,201) 
49,50 3,50 26,10 5,60 
23,50 3,10 55,50 oa 
Am folgenden Tag. ae oa 
22,70 4,00 25,60 4.60 
ae = 13,60 5,20 
Versuchsreihe 22. Am folgenden Tag. 
Eledone moschata: 1 Exemplar in 25,70 6,30 
870 ccm Wasser, t= 20,2°, Ver- 8,90?) 3,50?) 
suchsdauer 30 Min. eae. an” 
osam O-Konsum 25,70 5,30 
des Wassers 2570 6 30 
25,851) 12,151) 25,70 5,80 
39,50 10,70 39,00 4,70 
39,90 8,10 40,00 6,20 
25,85 7,40 55,30 5,20 
13,00 8,10 1) Tier noch unrubig. 


1) Tier noch unruhig. 


2) Asphyktische Erscheinungen. 
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Die folgenden Versuchsreihen beziehen sich auf die Knochen- 
fische Coris und Sargus annularis. Die Fische sind in ihrem 
Sauerstoffkonsum véollig unabhingig vom duBeren Sauerstoff- 
druck. Ahnliche Beobachtungen wurden an SiiSwasserfischen 
schon von Winterstein’) gemacht. Bei héheren Sauerstoff- 
drucken beobachtet man eine deutliche Verminderung der Zahl 
der Atembewegungen (Apnoe). Unter den gegenteiligen Bedin- 
gungen steigt die Frequenz; es treten asphyktische Symptome 
auf, und dann sinkt auch der Sauerstoffkonsum plétzlich ab. 


4. Coris. 5. Sargus annularis. 
Versuchsreihe 24. Versuchsreihe 25. 
1 Exemplar in 1350 ccm Wasser, 1 Tier in 1'/,1 Wasser, t = 15° 
t= 20,39, Versuchsdauer 30 Min. Versuchsdauer 30 Min. 
O-Gehalt , O-Gehalt 
dno esa O-Verbrauch dee Wands O-Verbrauch 
23,70') 8,001) 27,45 5,10 
23,701) 7,501) 53,40 5,80 
44,70 5,60 54,40 5,30 
43,80 6,60 30,70 5,20 
23,70 6,30 24,50 5,10 
24,00 6,10 60,35 5,60 
12,302) 4,40?) , : 
12,702) 5,102) Ein anderes Tier unter gleichen 
25,70 7,60 Verhaltnissen. 
Dasselbe Tier jetzt in 31 Wasser, 31,50 6,40 
Versuchsdauer 1 Stunde. 53,00 6,70 
26,00 6,70 49,70 6,40 
49,10 6,80 31,40 6,40 
25,90 6,40 22,20 6,70 
67,00 5,70 12,19?) 4,307) 
1) Tier noch etwas unruhig. 1) Beginnende Asphyxie. 


2) Tier zeigt beginnende Asphyxie. 


Il. 


Wie im vorangehenden an einigen Beispielen gezeigt wurde, 
finden sich unter den Meerestieren einerseits Vertreter, bei 
denen die GréBe des Sauerstoffkonsums vollig unabhingig ist 
vom Sauertoffdruck des auBeren Milieus. Da wir uns zu der 
Ansicht Pfliigers und Pfeffers bekennen, derzufolge die Zelle, 
sobald ihr iiberhaupt hinreichend Sauerstoff zur Verfiigung 
steht, selbsttatig ihren Sauerstoffbedarf reguliert, war dieses 
Ergebnis hier nicht unerwartet. Lediglich solche Tiere zeigen 
diese Unabhingigkeit, die in Analogie zu den Warmbliitern 


1) Beitraige zur Kenntnis der Fischatmung. Pfliigers Archiv 125, 73. 
Bioehemisehe Zeitachrift Band 26. 18 
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iiber Einrichtungen verfiigen, vermége deren den Zellen selbst 
bei sinkenden Sauerstoffdrucken eine hinreichende Versorgung 
mit Sauerstoff erméglicht wird, und zu denen in erster Linie 
eine ausgebildete Zirkulation sowie Kiemen und respiratorische 
Pigmente gehéren. 

Dagegen stehen auf der anderen Seite die in der ersten 
Gruppe zusammengefaBten Tiere, bei denen das Gegenteil, d. h. 
eine weitgehende Abhangigkeit des Sauerstoffkonsums vom 
Sauerstoffdruck konstatiert und zu erkliren war. Die Tatsache 
einer Herabsetzung des Sauerstoffkonsums in sauerstoffarmerem 
Wasser hatte sich mit der Annahme eines asphyktischen Zu- 
standes natiirlich leicht erklaren lassen. Dagegen sprach so- 
wohl die Beobachtung, daB die Tiere tagelang ohne Schiadigung 
in sauerstoflarmem Wasser lebten, als auch die weitere Tat- 
sache, daB schon bei eben beginnender Sauerstoffverminderung 
die Tiere mit einer Verminderung des Sauerstofikonsums ant- 
worteten. Das wichtigste jedoch war, da8 auf eine Erhéhung 
des Sauerstoffdrucks iiber den des Normalwassers auch eine 
Steigerung des Sauerstoffkonsums folgte. Hierin nun ohne 
weiteres einen Widerspruch zur obengenannten Ansicht Pfeffers 
zu erblicken und mit anderen Worten den Zellen eine Selbst- 
steverung in bezug auf den Sauerstoffkonsum abzusprechen, 
schien von vornherein unwahrscheinlich. 

Immerhin war es gerade in diesem Zusammenhange von Inter- 
esse, einmal experimentell an einer Einzelzelle die von Pfliiger 
und Pfeffer aufgestellte Theorie zu priifen, was wohl bisher 
noch nicht geschehen ist. Hierzu dienten befruchtete Eier 
vom Seeigel (Strongylocentrodus), an denen O. Warburg seine 
interessanten Respirationsversuche begonnen hat.') 

Die mehrfach mit filtriertem Wasser gewaschenen Eier 
von Strongylocentrodus wurden ca. 2 bis 3 Stunden nach der 
Befruchtung mit Sperma in Wasser aufgeschwemmt und mittels 
eines MeBzylinders in zwei gleiche Portionen geteilt. Jede 
Portion wurde in eine Stépselflasche von genau bekanntem 
Inhalt gegeben, und nachdem sich die Eier vollkommen ab- 
gesetzt hatten, das iiberstehende Wasser so vollstandig als méglich 
abgehebert und abpipettiert. Die eine Flasche wurde hierauf 


1) Herrn O. Warburg michte ich auch hier herzlich fiir manchen 
Ratschlag danken. 
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mit sauerstotireicherem, die andere mit sauerstoffarmerem Wasser 
unter den nétigen VorsichtsmaBregeln gefiillt, worauf beide 
ca. 1 Stunde im Thermostaten langsam auf einer Drehscheibe 
bewegt wurden, so daB die Eier stetig im Wasser flottierten. 
Alsdann wurden die GefaBe ca. 20 Minuten ruhig hingestellt, 
bis sich die Eier vollig abgesetzt hatten, worauf die Sauer- 
stoffbestimmung im iiberstehenden Wasser, dessen Sauerstoff- 
gehalt vorher ermittelt worden war, vorgenommen werden konnte. 


Versuchsreihe 26. 
Eier von Strongylocentrodus ca. 31/, Stunden nach der Befruchtung. 
t= 17°. Sauerstoffangaben in Kubikzentimetern °/;99-Thiosulfat. 
O-Gehalt d.Wassers O-Verbrauch | O-Gehalt d. Wassers O-Verbrauch 


1, 30,00 6,60 3, (33,60 4,50 
* 117,50 6,10 * 114,00 4,00 
> 47,20 12,50 4, £46,80 9,80 
=. 125,00 12,10 * 125,10 9,20 


Mit dieser Versuchsreihe ist direkt nachgewiesen, da} 
die Einzelzelle in bezug auf ihren Sauerstoffkonsum unab- 
hangig ist vom duBeren Sauerstoffdruck, oder um die Worte 
Pfeffers’) anzufiihren: ,,Weil die eigene Tatigkeit den Kon- 
sum von Sauerstoff ebensogut wie den Konsum der Nialrstoffe 
reguliert, hat auch nach voller Befriedigung des Bediirfnisses 
die fernere Zugabe von Sauerstoff eine analoge Bedeutung 
und keinen gréBeren Einflu8 als die tibermaBige Zufiihrung 
eines Niahrstoffes.‘‘ 

Die Zahlen stimmen nicht so volisténdig iiberein, als dies der Fall 
sein sollte, doch ist dies allein durch die Methode bedingt und lieB sich 
leider nicht vermeiden. Wahrend namlich die Flaschen von der Dreh- 
scheibe genommen und zum Absitzen der Eier ruhig hingestellt werden, 
geht natiirlich die Atmung weiter, und nun konsumieren die im sauer- 
stoffreicheren Wasser befindlichen Eier in dem MaBe, als sie mehr un’! 
mehr iibereinander zu liegen kommen, mehr Sauerstoff als die im sauer- 
stoffarmeren Wasser befindlichen. Direkt nachgewiesen ist dies in den 
folgenden Versuchen. Dadurch also erklirt sich, daB der Sauerstoff- 
verbrauch der im O-reicheren Wasser gedrehten Eier eine Kleinigkeit 
hoher erscheint, als er tatsachlich ist. Wiirde man die Eier, sowie sie 
von der Drehscheibe kommen, schnell abzentrifugieren und die Sauer- 
stoffbestimmung vornehmen, so wiirden die Zahlen ohne Zweifel absolut 
iibereinstimmen. Aus Mangel an einer groBen Zentrifuge muBte dies 
unterbleiben. 


1) Pfeffer; Allgemeine Pflanzenphysiologie 1 (2. Aufl.), 547, 1. c. 
18* 
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Wie kann man sich nun trotzdem vorstellen, daB bei 
Tieren wie Anemonia usw., deren Gasaustausch, wie bei der 
Einzelzelle, doch auch nur auf dem Wege einfacher Diffusion 
vor sich gehen kann, ein Wechsel im Sauerstoffverbrauch bei 
wechselndem &uBerem Sauerstoffdruck statthat. Wenden wir 
uns zunachst wieder den Seeigeleiern zu. Wir verfahren genau 
so wie in Versuchsreihe 26, lassen aber die Eier wahrend des 
Versuches diesmal ruhig in einer ca. '/, cm hohen Schicht am 
Boden des Recipienten liegen. Was wird zu erwarten sein? 
Wahrend bei den Eiern det obersten Eischicht der Gasaustausch 
in vollem Umfange vor sich geht, finden die darunter liegenden 
Eier bereits weniger Sauerstoff, und die Versorgung mit Sauer- 
stoff wird um so schlechter werden, je weiter die Eier von 
der Oberfliche nach dem Boden des GefaéBes zu gelegen sind. 
Veranschaulicht wird dies durch folgenden Versuch, in dem 
zwei gleiche Eiportionen in dem gleichen Wasser auf zwei 
gleiche Flaschen verteilt wurden, nur mit dem Unterschiede, 
daB die eine Flasche gedreht wurde, waihrend die andere ruhig 
stehen blieb. 


Versuchsreihe 27. 


Eier von Strongylocentrodus im 4-Zellen-Stadium, t—17,5° Dauer 
40 Minuten. Sauerstoffgehalt des Wassers 22,60 "/, 99-Thiosulfat. 


Flasche gedreht . . . 11,20 
Seatn is ite... . 490} Sauerstoffverbrauch. 


Nun ist auch ohne weiteres zu erwarten, daB, wenn wir 
wieder zwei gleiche in einer Schicht gelagerte Eiportionen 
nehmen, die eine mit O-reichem, die anderen mit O-armerem 
Wasser bedecken und die Atmungsintensitét bestimmen, jetzt 
die im O-reichen Wasser befindlichen Eier mehr Sauerstoff 
konsumieren werden als die im O-armen Wasser befindlichen. 
Wie Versuchsreihe 28 zeigt, ist dies tatsichlich der Fall. 


Versuchsreihe 28. 


Eier von Strongylocentrodus im 4-Zellen-Stadium, t=—17°. Dauer 


40 Minuten. 
O-Gehalt d.Wassers O-Verbrauch } O-Gehalt d.Wassers O-Verbrauch 
1 oe neg 3,70 | 2 coy 3,80 
* 114,20 2,10 | * 114,60 2,00 


Auf Grund der an den Eiern von Strongylocentrodus ge- 
sammelten Erfahrungen sind wir nun auch imstande, uns eine 
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Vorstellung iiber das Wesen des wechselnden Sauerstoffkonsums 
der Tiere der ersten Gruppe zu machen. 

Der Gaswechsel jener Tiere kann, wie schon oben gesagt 
wurde, genau wie bei Einzelzellen nur auf dem Wege der 
Diffusion vor sich gehen. Die Zellen der mit dem Meerwasser 
direkt in Kontakt kommenden fuBeren Zellschicht einer 
Anemonia z. B. werden daher nach MaBgabe des im Wasser 
vorhandenen Sauerstoffs ihren Sauerstoffbedarf am vollstandigsten 
zu decken vermégen, wahrend die darunter liegenden Zellen 
um so schlechter mit Sauerstoff versorgt werden, je weiter sie 
von der Oberfliche entfernt sind. Um so ungiinstiger gestalten 
sich diese Verhaltnisse und um so geringer wird damit der Ge- 
samt-Sauerstoffverbrauch derTiere, je sauerstoffarmer das Wasser 
ist, in dem die Tiere leben. 

Umgekehrt ist bei erhdhten Sauerstoffdrucken ein solcher 
Uberschu8 von Sauerstoff vorhanden, daB derselbe in aus- 
reichendem MaBe selbst bis zu den am weitesten nach innen gelegenen 
Zellen hin diffundiert. Damit wird simtlichen Zellen zur voélligen 
Deckung ihres Sauerstoffbedarfs verholfen, was natiirlich eine 
Steigerung des Gesamt-Sauerstoffverbrauches der Tiere zur 
Folge hat. 

Mit dieser Vorstellung vereint sich auch die Tatsache, daB 
der Sauerstoffkonsum von einem gewissen, fiir jedes Tier be- 
stimmten Drucke ab nicht mehr steigt, sondern sich ein 
konstanter Verbrauch einstellt, selbst wenn der Sauerstoffdruck 
weiter erhéht wird. Dieser Fall tritt eben ein, wenn, um mich 
schematisch auszudriicken, auch die am tiefsten gelegenen Zellen 
noch ihren maximalen Sauerstoffbedarf erlangen. Uber dieses Maxi- 
mum hinaus vermag keine Zelle mehr Sauerstoff zu verarbeiten. 
Dies wurde an den Seeigeleiern direkt gezeigt und erklart sich 
mit den schon oben zitierten Worten Pfeffers. 

Es ist klar, daB, wie wir uns ausdriickten, die nach dem 
Innern zu gelegenen Zellen sich nun nicht stetig in einem mehr 
oder weniger anormalen, d. h. asphyktischen Zustande befinden 
kénnen. Vielmehr diirften die Zellen der in Frage kommenden 
Tiere die Fahigkeit haben, ihren Stoffwechsel so zu regulieren, 
daB derselbe je nach der Menge des verfiigbaren Sauerstofis ent- 
weder mehr in oxybiotischer oder mehr in anoxybiotischer 
Richtung verlauft. Fiir die Actinien miissen wir z. B. annehmen, 
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daB selbst in normalem Seewasser ein Teil der Zellen anaerob 
arbeitet; andernfalls ware schwerlich zu erkliren, warum die 
Tiere bei VergréBerung des normalen Sauerstofidrucks ihren 
Konsum noch erhéhen. Desgleichen ware es ohne die Annahme 
anaerober Stoffwechselprozesse wohl unméglich, sich vorzustellen, 
wie z. B. Sipunculus tagelang in fast ganz sauerstofffreiem Wasser 
zu leben vermag. 

Eine weitere Stiitze der eben entwickelten Verhiltnisse 
glaube ich auch in den folgenden Versuchen zu sehen. Sie 
sollten Aufschlu8 geben iiber den EinfluB, den eine Temperatur- 
steigerung auf den Sauerstoffmehrkonsum genannter Tiere haben 
wiirde, d. h. nachdem zuniachst festgestellt worden war bei 
einer Temperatur von ca. 15°, wieviel die Tiere Sauerstoff mehr 
konsumieren, wenn sie anstatt in normalem Wasser in Wasser mit 
ungefahr dem doppelten Sauerstoffdruck atmeten, wurde hierauf 
die gleiche Bestimmung bei einer ungefaihr 10° héheren Tempe- 
ratur wiederholt. Wie sich herausstellte, erfuhr der Sauerstoif- 
mehrkonsum keine irgend erkennbare Anderung. Dies ist ver- 
standlich, wenn entsprechend den obigen Erérterungen der 
Mehrkonsum an Sauerstoff in einem sauerstoffreicheren Wasser 
tatsichlich nur auf der tieferen Eindiffusion in die Gewebe 
beruht. Bekanntlich andert sich die Diffusionsgeschwindigkeit 
von Gasen in Fliissigkeiten (Gewebsfliissigkeit) nur minimal mit 
der Temperatur. Dieses war ja der einzige Faltor, der in 
diesem Falle in Frage kam. Die ganze Atmung wird sozusagen 
nur auf ein héheres Niveau gehoben, da selbstverstandlich die er. 
héhte Temperatur die Atmung an und fiir sich steigert, und zwar, 
wie auch die Tabellen zeigen, entsprechend dem Temperaturgesetz. 


Vorsuchsreihe 28. 
Actinia aequina: 5 Tiere in Gefa8 von 650 com Inhalt. 




















| 
Datum Dauer “en | ae Bemerkungen 
4. Dez. |10%12 | 2780 | 3,00 t = 15,3° 
GefaiB mit Tieren langsam auf 
140310 , 2760 | 7,30 22,5° gebracht 
322452 | 4130 | 11,00 t = 22,50 
Tiere tiber Nacht wieder in 
bimnaz 9201059, 27,80 (| 3,20 Wasser von 15,3° 
1212142 | 27,20 6,70 Langsam erwairmt auf 22,5° 
152322 43,20 | 11,10 t = 22,5° 
325-595 8,90 13,60 e 
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Versuchsreihe 28 (Fortsetzung). 


Detum Dauer aw _ Bemerkungen 





Tiere nunmehr 2 Tage in 
flieBendem Wasser von 22,5° 


gehalten 

8. Dez. |1055—1125| 27,30 3,00 —. 29,50 
1237207 | 49'40 4.90 rs 
912342 | 40.50 4°80 m7 


Kontinuierlich auch iiber Nacht 


in flieBendem Wasser von 22,5° 


9% , |10%114°) 27,70 3,30 t = 22,5° 
114515 | 41.00 5,00 mi 
125_255 | 39.60 [6,50] 


Kontinuierlich bis zum Ver- 

| such am niachsten Morgen 

Ms 1015-1145, 28,30 3,30 bei 22,5° 

1145115 | 4100 | 5,00 t — 22,59 

ll. , [10% 1149; 25.00 | 3,30 | Einen weiteren Tag bei 22,5°. 
Die Tiere wurden nun langsam 

| 


| 
| 





in kihleres Wasser, t = 14,8°, 


gebracht 
200__330 26,30 | 1,90 t==14,8° f De tom et 
aoe | 610 | gio | neerab agian 
Dez.) bei gleicher Temp. 


| 

590630 | 96.90 | 2'00 és 
| 
| 


Mm. + 951_1123| 26 60 1,26 t= 14,7° 
1199-19 | 2600 | 1,80 
115-245 | 2610 | 1,70 » 
| Tiere 2 weitere Tage in Wasser 
14. , 104—1148, 27,10 | 1,10 von 14,5° 
1159-120 2630 | 1,90 
130_300 | 2650 | 1,70 


Tiere jetzt mit Fischfleisch ge- 
| fiittert u. am folgenden Morgen 
29,10 2,60 O-Konsum bestimmt 


15. , | 1192209 | 
17-937 | 2590 | 320 t — 14,20 
16. , {11113 | 9850 | 330 Nochmal gefiittert 
115-905 | 9850 | 4'40(2) 
255425 | 5940 | 9.40 








Bemerkung: Auffallig war, daB nach ca. 3tigigem Aufenthalt 
der Tiere in héher temperiertem Wasser (t == 22,5°) der Sauerstoffkonsum 
in Wasser von normalem Sauerstoffgehalt absank (vgl. 8. bis 11. Dez.), 
so daB er etwa die Héhe wie in Wasser von 14° annahm. Anfangs 
glaubte ich, daB es sich méglicherweise um eine Art Anpassung an dic 
héhere Temperatur bandeln kénne. DaB dies nicht der Fall war, geht daraus 
hervor, daB die Tiere beim Zuriickbringen in kiihleres Wasser von 14,8° 
(11. Dez.) in ihrem Sauerstoffkonsum zuriickgehen, also unter den, den 
sie am Anfang (4. Dez.) zeigten bei der gleichen Temperatur. Diesen 
niederen Sauerstoffverbrauch behalten sie auch bei (12. bis 14. Dez.). Naoh- 
dem die Tiere dann gefiittert wurden, stieg der Sauerstoffkonsum wieder 
auf die alte Héhe. Méglicherweise hatte der lange Aufenthalt bei héherer 
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Temperatur, zu dem noch die Experimente unter héherem Sauerstoffdruck 
kamen, einen Zustand der Erschépfung hervorgerufen. 

Wahrend der Korrektur wurde ich auf eine interessante Mitteilung 
von A. Montuori aufmerksam (Centralbl. f. Physiol. 20, Nr. 8). Er 
beobachtete, daB Seetiere, die ganz allmihlich auf héhere Temperatur 
gebracht wurden, ihren Sauerstoffkonsum nicht etwa erhdhen, gemaiB 
dem Temperaturgesetz, sondern ihn herabsetzen, und zwar sogar unter 
die Norm. Dies wiirde mit oben genannten Beobachtungen iiberein- 
stimmen. 

Versuchsreihe 29. 
Anemonia sulcata: 5 Tiere in GefiB von 1?/, 1. 








Dauer —— te Bemerkungen 


925_1055, 
1128_1258| 
Q08__338 | 





t= 14,5° 


Tiere langsam auf 
t = 22,5° erwairmt 
t = 22,5° 


1130_]00 | 
]10_940 | 
250__420 i 

| Kontinuierlich bis zum nachat. 


10281153 | 
1205135 | 
345__515 | 


SSS SSS 
S3ss SSS 


Morgen in flieB. warm. Wasser 
t= 22,5° 


’”” 


338 


Bis zum folgenden Versuch 
bei t = 22,5° 
t = 22,5° 


10*7—1217 
1935 905 | 
225_355 | 
4098538 | 


+ 


Siss FSS 


~ 


838s 


Fortgesetzt bei t — 22,5° 
t — 22,5° 
Fortgesetzt bei t — 22,5° 
t = 22,5° 
Tiere nunmehr in Wasser von 


| 

14° bis zum niachsten Tag 
920-1100 | t= 14° 

| 


10®7—1157| 
| 


g4o_} 110) 


2 8 
8 Ss 


11951235 

1245215 
Q30_400 | 
400__530 











Versuchsreihe 30. 
Sipunculus nudus: 2 Exemplare in 500 com Wasser. 








0-Gehalt | O-Ver- 


Dauer _W. Sanat Bemerkungen 








1218_]18 28.60 § 7, t—22,5° Tiere noch etwas 
128928 28,10 50 ° bewegt 
232_332 27,70 | 
345445 | 43.40 
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Versuchsreihe 30 (Fortsetzung). 








|O-Gehalt | O-Ver- 
Dauer d. W. comma Bemerkungen 








| Tier seit letztem Versuch in 

Wasser von t = 14,5° 
9251025. 3,20 t= 14,5° 
1145—]245 : 6,30 
1247147 | , 6,80 
156__956 6,30 
g13_4i3 | | 3,60 
9271027 3,60 t= 14° 
10271127 | 360 ; 
10°8—] 1 4,70 Tier langsam auf t — 22,5° 
mel geile |e 
135_935 50 | 9,30 
245_ 345 | ? (verloren) 
405__505 | 5,60 


” 








Versuchsreihe 3l. 
Sipunculus nudus: 4 Exemplare in 750 com Wasser. 








| O-Gehalt | O-Ver- 
dW. 





Dauer W. | brauch Bemerkungen 


| 





11401210 2900 | 2,10 t = 13,6° 
12201950, 2900 | 
130_20 | 2900 


Tiere langsam auf t = 22,5° 
| gebracht 

255325 | 28,75 | (zustarke Bewegung) t = 22,5° 

325-355 | 28,75 | t = 22,5° 

358428 | 28,75 | ‘ 

922-952 | 28.60 t= 14,5° 
10°7—1037, 26,60 
12951235) 50,10 
1253-123 | §1,00 

348_418 28,05 ‘ 

g28_958 | 2790 | 1, t= 14,5° 

| Langsam auf 22,5° gebracht 
1023—1053, 27,90 ' \ Konsum zu hoch. Tiere be- 
1053-1123, 27,90 | § wegen sich starker; t — 22,5° 
1128-1158} 27,90 | t = 22,5° 
12981238} 45,10 | 
1258128 | §3,40 

149210 | 40,50 

220250 49,10 

320_350 | 27,50 

493_433 | 26,60 

431597 | 26,60 
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Versuchsreihe 31 (Fortsetzung). 


0-Gehalt! O-Ver- 
Datum Dauer d.W. | brauch Bemerkungen 








Tiere jetzt in Wasser von 
t = 15° gebracht 

3.Dez. | 9-957 | 2790 1.99 —— 

10°2_-1032} 27,90 2,00 


Bemerkung: Auch hier sinkt mit dem fortgesetzten Aufenthalt 
der Tiere in héherer Temperatur der Sauerstoffkonsum im allgemeinen 
etwas ab, wie das bei Actinia in der Anmerkung erwahnt wurde. 


IV. 

Es wurde im vorstehenden versucht, den wechselnden 
Sauerstoffkonsum der in der ersten Gruppe zusammengestellten 
Tiere sozusagen in rein mechanischer Weise zu erklaéren. Da 
es unter den pelagischen Tieren Organismen gibt, die auBer- 
ordentlich zarte Gewebe besitzen, vermutete ich, da8 bei ihnen 
keine Anderung des Sauerstoffkonsums bei zunehmenden Drucken 
zu beobachten sein wiirde, in der Meinung, der Sauerstoffdruck 
des normalen Wassers wiirde bereits hinreichen, die diinnen 
Gewebe so vollstindig mit Sauerstoff zu durchdringen, um allen 
Zellen den maximalen Sauerstoffbedarf zuzufiihren. Die folgenden 
Versuche an Pelagia und Carmarina zeigen in der Tat, daB eine 
Erhéhung des Sauerstoffdrucks bei diesen Tieren keine ver- 
mehrte Sauerstoffaufnahme zur Folge hat. 

Die meisten pelagischen Tiere sind so delikat, daB sie nur 
stundenlang in einigermaBen normalem Zustande im Aquarium 
zu halten sind. Die Werte fiir den Sauerstoffkonsum z. B. bei 
Pelagia beginnen sehr bald abzusinken, so da® langere Serien- 
versuche ausgeschlossen sind, in noch stérkerem MaBe gilt dies 
fiir Carmarina. Auch mu8 man sich vor Fehlern schiitzen, 
insofern die Tiere leicht Schleim absondern bei unzarter Be- 
handjung, wodurch die Sauerstofftitrationen illusorisch werden. 








Versuchsreihe 32. 2. 
1, 3 Tiere in 1,5 1 Wasser, t= 15°. 
Pelagia noctiluca: 2 Exemplare in Versuchsdauer 45 Min. 
21 Wasser, t = 15°, Versuchsd. 1St. O-Gehalt 
‘ O-Konsum 
O-Gehalt O-Kensen des Wassers 
des Wassers — 29,00 3,80 

29,20 2,00 63,60 2.60 

46,70 1,70 29,20 1,90 

30,50 1,90 


43,00 1,60 
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3. 4. 
2 Tiere in 1,5 1 Wasser, t—14,5°, 2 Tiere in 1,51 Wasser, t = 15°, 
Versuchsdauer 45 Min. Versuchsdauer 1 Stunde. 
O-Gehalt . O-Gehalt 

dun Gina O-Konsum deo Gane O-Konsum 
27,00 1,70 29,20 2,80 
45,60 1,70 52,90 2,40 
27,00 1,50 30,50 1,00 
15,80 0,70 
64,00 1,00 
28,00 0,80 


Versuchsreihe 33. 
Carmarina hastata: 2 Tiere in 1 1 Wasser, t = 15°, Versuchsdauer 


1 Stunde. 
Die respiratorische Aktivitaét sinkt sehr rasch ab. 
O-Gehalt des Wassers O-Konsum 
27,90 3,90 
55,80 2,90 
28,20 1,00 
Anhang. 


Schon eingangs wurde erwaihnt, daB bei der behandelten 
Fragestellung lediglich die GréBe des Sauerstoffkonsums ins 
Auge gefaBt wurde, von einer gleichzeitigen Bestimmung der 
ausgeschiedenen Kohlenséure dagegen experimenteller Schwierig- 
keiten wegen vor der Hand abgesehen wurde. 

Trotzdem méchte ich wenigstens einige an Sipunculus ge- 
machte Versuche anfiihren, in denen versucht wurde, den Gas- 
austausch vollstandig, d. h. sowohl Sauerstoff als Kohlensiure 
zu bestimmen. Wahrend die Werte fiir Sauerstoff als absolut 
exakt gelten miissen, kénnen wie gesagt die Zahlen fiir die 
Kohlensaéure nicht auf vdéllige Genauigkeit Anspruch machen. 
Die Zunahme der Kohlensaiure wihrend eines Respirations- 
versuchs ist zu klein im Verhaltnis zu der bereits im See- 
wasser vorhandenen Kohlensiure. 

Was die Versuche trotz der etwas unsicheren Kohlen- 
sdurebestimmungen illustrieren sollen, diirfte geniigend zum 
Ausdruck kommen. Wahrend die Werte fiir den Sauerstoff- 
konsum sich bis um das 10fache andern, bleibt die Kohlen- 
siureausscheidung verhaltnismaBig konstant. Auf keinen Fall 
erfolgt also bei steigendem Sauerstoffkonsum ein proportionales 
Ansteigen der eliminierten Kohlenséure. Auch diese Tatsache 
scheint uns zugunsten der oben dargelegten Anschauung zu 
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sprechen. Wiirde z. B. die Kohlensaéureausscheidung in dem- 
selben MaBe anwachsen wie die Sauerstoffaufnahme, so miBten 
wir eine Steigerung der gesamten Verbrennungen in der Zelle 
annehmen, wie solche nur als Folge von Temperaturerhéhungen 
bekannt sind. 

Versuchsreihe 34. 

Sipunculus nudus. 

Im folgenden sind die Resultate dreier Versuchsserien A., 
B., C. tabellarisch zusammengestellt. Zu jeder Reihe wurden 
neue, und zwar jedesmal 5 Tiere benutzt und ihr Gaswechsel 
wahrend einer Periode von 3 Stunden in einer Wassermenge 
von 21 (Temp. 17°) bestimmt, und zwar unter den aus der 
Tabelle ersichtlichen wechselnden Sauerstoffdrucken. Sauerstoff 
und Kohlensaéureausgaben sind in Kubikzentimetern (760 mm 0°) 
pro Liter gemacht. 

An der Versuchsanordnung wurde nichts geindert. Der 
Sauerstoff wurde nach Winkler titriert. Die Kohlenséure 
wurde durch Auskochen der mit Schwefelsiure angesduerten 
Wasserprobe (460 ccm) unter Durchleitung eines kohlensiéure- 
freien Luftstromes bestimmt. Die Kohlensaéure wurde in titrier- 
tem, in einen Peligotschen Rohre befindlichen Barytwasser 
zuriickgehalten und ein aliquoter Teil des letzteren mit */,,-HCl 
zuricktitriert. 




















O-Gehalt | CO,-Gehalt Co,- 
des Wassers dea Wassers O-Konsum Ausscheidung 
A. 1 5,17 58,07 246 «| 3,58 
2 1,31 58,07 0,46 5,37 (Febler?) 
3 1,36 59,16 043 | 1,46 
B. 1 113 57,22 0,41 3,52 
2 081 | 659,16 029 | 2,92 
3 5,41 58,80 173 | 2,55 
Cc. 1 5,47 60,25 169 | 2,55 
2 11,29 59,88 2,86 0,73 = (?) 
3 11,46 60,98 2,60 | 1,80 
4 5,55 60,20 172 | 1,83 
5 8,80 60,14 247 | 2,55 
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Uber die Hemmung der Giftwirkung von Hydroxylionen 
auf das Seeigelei mittels Cyankalium. 


Von 


Jacques Loeb. 


(Eingegangen am 3. Mai 1910.) 


I. Vor vier Jahren’) veréffentlichte ich die Tatsache, daB 
die Wirkung hypertonischer Lésungen auf das befruchtete und 
unbefruchtete Seeigelei sowohl mittels Sauerstoffentziehung als 
auch durch Zusatz von Cyankalium gehemmt werden kann. 
Sowohl die entwicklungserregende Wirkung einer solchen Lésung 
auf das unbefruchtete Ei als auch die zerstérende Wirkung auf 
das befruchtete und unbefruchtete Ei wird durch Hemmung 
der Oxydationen (sei es durch Sauerstoffentziehung oder 
durch Unterdriickung der Oxydationen mittels Cyankalium) un- 
méglich gemacht resp. erheblich verringert. Ich habe schon 
friiher darauf hingewiesen, daB die Wirkung der Hydroxylionen 
auf das Ei mit den Oxydationen in demselben zusammenhangt.’*) 
Das regte die Vermutung an, daf auch die Giftwirkung der 
Hydroxylionen durch Cyankalium resp. durch Sauerstoffent- 
ziehung beseitigt werden kénne. Ich habe bisher nur ein- 
gehendere Versuche mit Cyankalium angestellt, und diese haben 
meine Erwartung in vollem MaBe bestatigt.*) Ich teile diese 
Versuche hier mit, da dieselben fiir die Theorie der Entwick- 
lungserregung von Bedeutung sind. 

Zur Methode der Versuche sei folgendes bemerkt. Die be- 
fruchteten oder unbefruchteten Eier von Strongylocentrotus 


1) Pfliigers Archiv 113, 487, 1906. 

2) Pfliigers Archiv 73, 422, 1898; 118, 30, 1907 u. a. 

3) DaB Sauerstoffmangel ebenso wirkt, geht aus friiheren Versuchen 
hervor. Diese Zeitschr. 2, 103, 1906. 
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purpuratus wurden durch dreimalges Waschen in einer strikt 
neutralen m/2-Lésung von NaCl von allen Spuren Seewasser 
p befreit. Dann wurden sie in eine Mischung von 50 ccm einer 
; 0,54 m-Lésung von NaCl --1,1 com m/2-KCl gebracht, zu der 
die gewiinschte Menge NaHO zugesetzt war. Die alkalischen 
Lésungen wurden stets paarweise hergestellt, und einer der- 
Bi selben wurde 0,5 ccm einer */,,°/,igen Lésung von KCN (zu 
je 50 com) zugefiigt. Diese kleine Menge KCN reicht aus, um 
te die Entwicklung des Eies zu hemmen; sie reicht auch aus, um 
die Giftwirkung des Alkalis zu hemmen (obwohl durch den Zu- 
satz von KCN die Konzentration der Hydroxylionen in der 
Lésung erhéht wird). Die Temperatur war ungefahr 15° C. 
II. Versuche an unbefruchteten Eiern. Gewaschene, 
unbefruchtete Eier wurden in folgende Lésungen verteilt: 


1. 50 ccm 0,54 m-NaCi -+- 1,0 com m/10-NaOH, 

2.50 , 054 ,, +1,0 ,, ” +- 0,5 com ; 
‘Iho°lo KON. i 

Nach verschiedenen Intervallen wurden die Eier in normales 
Seewasser iibertragen. Es stellte sich heraus, daB die nach 
5 Stunden aus Lésung 1 in Seewasser iibertragenen Eier nach 
Samenzusatz sich noch zu entwickeln imstande waren. Die 
Eier aber, die 8 Stunden in der hyperalkalischen Lésung ge- 
wesen waren, waren alle zerfallen, und kein Ei war mehr im- 
stande, sich nach Samenzusatz zu entwickeln. Die Eier da- 
gegen, die in der cyankaliumhaltigen Lésung gewesen waren, ‘ 
waren nach 72 Stunden noch intakt und konnten um diese 
Zeit, nach der Ubertragung in Seewasser, noch mit Samen be- 
fruchtet werden und sich entwickeln. Der Zusatz von KCN 
hatte also die Giftwirkung der Hydroxylionen aufgehoben. 





ee 








i} Da man denken kénnte, da8 das KCN in diesen Versuchen 
it vermége seines Gehaltes an K wirkt, so wurden weitere Ver- 





i suche in der Weise angestellt, daB beide Lésungen KCI er- 
ia hielten, aber die Lésung, die das Cyankalium enthielt, absicht- 
lich einen geringeren Betrag von KCl erhielt als die andere, 
cyankaliumfreie Lésung. Das Resultat blieb aber dasselbe, wie 
' 


der nachstehende Versuch lehrt. 
} Unbefruchtete Eier von Pupuratus wurden in folgende zwei 
Lésungen verteilt: 
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1. 50 ccm 0,54 m-NaCl +- 1,1 com m/2-KGl +- 1,0 ccm m/10- 
NaHO, 

Z. 50 ccm 0,54 m-NaCl -+- 0,9 com m/2-KCl + 1,0 ccm m/10- 
NaHO -+-0,5 cem */,,°/, KCN. 

Die in Lésung 1 befindlichen Fier waren in etwa 6 Stunden 
zerfallen. Die in der cyankaliumhaltigen Lésung 2 befind- 
lichen Eier waren dagegen nach 41 Stunden — langer 
war der Versuch nicht fortgesetzt worden — noch intakt, d. h. 
sie konnten nach dieser Zeit, in normales Seewasser iibertragen, 
noch befruchtet werden und sich entwickeln.') 

Ich habe diese Experimente so oft mit demselben Erfolg wieder- 
holt, daB ich behaupten darf, daB es sich um nie versagende 
Demonstrationsversuche handelt. 


III. Versuche an befruchteten Eiern. Ich habe schon 
friiher erwaihnt, daB das befruchtete Seeigelei rascher durch 
Alkali zerstért wird als das unbefruchtete. Es ist deshalb nicht 
iiberraschend, daS man, um die Hemmung der Giftwirkung der 
Hydroxylionen durch KCN fiir das befruchtete Ei nachzuweisen, 
niedrigere Konzentrationen der Hydroxylionen anwenden muB, 
als fiir das unbefruchtete Ei. Wenn man das beriicksichtigt, 
so fallen die Versuche fiir das befruchtete Ei ebenso schlagend 
aus, wie fiir das unbefruchtete. 

Die frisch befruchteten Eier eines Seeigels wurden gewaschen 
und in die folgenden beiden Lésungen iibertragen: 

1. 50 ccm NaCl + 1,1 com KCl + 0,2 com m/10-NaHO, 

ce. .« "Skt a « 2a eo me 
+ 0,5 cem */,,°/, KCN. 

Es ist zu bemerken, daB die Eier oft erst nach der Uber- 
tragung aus solchen hyperalkalischen Lésungen in normales 
Seewasser zerfallen. Die Resultate dieser Versuche wurden 
daher nach der Ubertragung der Eier in normales Seewasser 
festgestellt. 

Schon nach 2?/, Stunden waren die Eier in Lésung 1 fast 
alle zerstért (cytolysiert). Nach 3*/, Stunden war kein Ei in 
Lésung 1 am Leben oder lebensfahig. Die Eier dagegen, die 
in der cyankaliumhaltigen Lésung 2 waren, waren noch nach 


1) Man darf die Eier nicht sofort nach der Ubertragung in See- 
wasser befruchten, sondern erst 1 bis 2 Stunden spater. 
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22 Stunden fast alle am Leben, und die Eier, die um diese 
Zeit in normales Seewasser iibertragen wurden, entwickelten 
sich zur Halfte zu schwimmenden Larven. Diese Larven sind 
nicht sehr schén, aber das ist, wie ich schon in friiheren Arbeiten 
auseinandergesetzt habe, die Wirkung der langen Hemmung der 
Oxydationen.') 

Dieser Versuch, der mit kleinen Modifikationen oft wieder- 
holt wurde und stets in derselben Weise ausfiel, zeigt, daB 
auch fiir das befruchtete Ei die Hemmung der Giftwirkung der 
Hydroxylionen ebenso schlagend nachgewiesen werden kann, 
wie fiir das unbefruchtete Ei. 

Wahit man niedrigere Konzentrationen der Hydroxylionen 
als im angefiihrten Versuche, beispielsweise 0,1 com m/10-NaHO zu 
50 com der NaCl-Lésung, so laBt sich die entgiftende Wirkung 
einer kleinen Menge von KCN auch noch selir sch6n nachweisen. 
Nimmt man aber gréBere Mengen von NaHO, so ist die ent- 
giftende Wirkung von KCN fiir das befruchtete Ei sehr gering, 
wie folgendes Beispiel zeigt. Frisch befruchtete Eier wurden 
in folgende Lésungen verteilt: 

1. 50cem NaCl-+-1,l ccm KCl -+ 0,4 ccm m/10-NaHO, 

2. womela a- ws OBihve ‘i 
+-0,5 com */,,°/, KCN. 

Nach 2'/, Stunden waren die Eier in Lésung 1 praktisch 
alle cytolysiert. In Lésung 2 waren um diese Zeit noch viele 
Eier am Leben. Nach 3'/, Stunden waren auch in Lésung 2 
nur wenige mehr am Leben, und nach 4'/, Stunden waren auch 
in der cyankaliumhaltigen Lésung alle tot. Die lebensrettende 
Wirkung des KCN war also noch nachweisbar, sie war aber 
von einer viel geringeren GréBenordnung als im Falle der An- 
wendung kleinerer Mengen von NaHO. 

Auch die Versuche iiber die Hemmung der Giftwirkung 
der Hydroxylionen auf das befruchtete Seeigelei habe ich oft 
mit demselben Erfolge wiederholt. 

IV. Die Wirkung des Alkalis auf das befruchtete 
und unbefruchtete Seeigelei. Was bedingt den in den 
voraufgehenden zwei Abschnitten geschilderten Unterschied in 
der Wirkung des Alkalis auf das befruchtete und unbefruchtete Ei? 


1) J. Loeb, diese Zeitschr. 1, 199, 1906. 
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Bei allen solchen Fragen liegt die Schwierigkeit vor, da8 
wir die chemischen Wirkungen auf die Zelle im allgemeinen 
nur indirekt erschlieBen kénnen. In bezug auf die Frage nach 
der Wirkung des Alkalis sind wir aber in einer giinstigeren 
Lage, indem wir farbige Basen anwenden kénnen, beispielsweise 
Neutralrot. 

Wie ich schon vor 4 Jahren mitteilte, erlaubt ein ein- 
facher Versuch, den Unterschied im Verhalten der befruchteten 
und unbefruchteten Eier gegen Neutralrot schlagend zu demon- 
strieren.’) Wenn man zu 50 ccm Seewasser 1 Tropfen einer 
m/100-Lésung von Neutralrot zufiigt, und unbefruchtete und 
befruchtete Eier von Purpuratus gleichzeitig in diese Lésung 
bringt, so nehmen beide Arten von Eiern eine rote Fiirbung 
an, ohne daB8 ein Unterschied im Verhalten beider Klassen von 
Eiern wahrzunehmen ware. Ubertrigt man aber die Eier nach 
etwa */, Stunde in normales Seewasser, das frei von Neutral- 
rot ist, so beobachtet man allmahlich eine charakteristische 
Anderung. Die unbefruchteten Eier werden allmahlich mehr 
und mehr entfarbt, wahrend die befruchteten Eier immer 
réter werden. Die Erklarung fiir diese Erscheinung ist die 
folgende. In den befruchteten Eiern erfahrt das Neutralrot 
eine chemische Bindung, wodurch es aufer stande ist, aus 
dem Ei herauszudiffundieren. In den unbefruchteten Eiern 
aber bleibt das Farbstoffmolekiil unverindert enthalten, und es 
kann wieder aus dem Ei herausdiffundieren. Bringt man also 
die Eier aus der farbstoffhaltigen Lésung in Seewasser, das frei 
von Farbstoff ist, so wird sich das in den unbefruchteten Eiern 
enthaltene Neutralrot dem Verteilungsgleichgewicht entsprechend 
zwischen unbefruchteten Eiern und Seewasser verteilen. Aus 
dem Seewasser muB8 es in die befruchteten Eier diffundieren, 
da in den letzteren infolge der chemischen Bindung des 
Neutralrots der osmotische Druck desselben gleich Null 
bleibt. Das in die befruchteten Eier diffundierende Neutral- 
rot wird, wenn seine Masse nicht zu groB ist, wieder 
chemisch gebunden. Auf diese Weise wird alles Neutralrot 
allmahlich aus den unbefruchteten Eiern in die befruchteten 
gelangen miissen. 


1) J. Loeb, diese Zeitschr. 2, 35, 1906. 
Biochemische Zeitschrift Band 26. 19 
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Was die Art der Bindung des Neutralrots im befruchteten 
Ei betrifft, so ist die einfachste Annahme, daB es mit einer 
Saure im befruchteten Ei ein Salz bildet. Die Annahme wiirde 
es auch verstandlich erscheinen lassen, daB das Neutralrot nicht 
mehr aus dem befruck.teten Ei herausdiffundiert (vorausgesetzt, 
da8 nicht zu viel Neutralrot vorhanden ist); es ist ja bekannt, 
da8 Farbstoffbasen leichter durch das Protoplasma diffundieren 
als Farbstoffsalze. 

Ich vermute nun, daB farblose Basen, z. B. NaHO, sich 
ebenso verhalten, wie das Neutralrot. Aber wahrend das NaHO 
im befruchteten Ei mit einer im letzteren gebildeten Siaure ein 
Salz bildet, bleibt das NaHO im unbefruchteten Ei wesentlich 
nur in Lésung erhalten. Wenn diese Annahme richtig wire, 
so sollte sich der Nachweis bringen lassen, da8 Neutralrot im- 
stande ist, die Rolle von NaHO fiir das befruchtete Ei zu 
iibernehmen. Dieser Nachweis gelingt in der Tat. In einer 
friiheren Arbeit habe ich gezeigt, daB, wenn man alle Salze, die 
im Seewasser enthalten sind, in der richtigen Konzentration 
lést, die Konzentration der HO-Ionen aber so niedrig wihlt, 
da8 die Lésung mit Neutralrot rot ist, aber sehr nahe dem 
Umschlagspunkte liegt, kein befruchtetes Seeigelei in einer solchen 
Lésung sich zur Larve zu entwickeln vermag.’) Die Eier bleiben 
in den ersten Furchungsstadien stehen. Fiigt man aber zu 
50 cem einer solchen Lésung 0,2 bis 0,8 com m/100-NaHO hinzu, 
so entwickeln sich die meisten resp. alle Eier zu Larven. 

Ich finde nun, daB in diesem Falle das Neutralrot im- 
stande ist, das NaHO zu ersetzen. Ein derartiger Versuch soll 
als Beispiel angefiihrt werden. 

Es wurde eine Mischung von m/2-NaCl, KCl, CaCl,, MgCl, 
in dem Verhaltnisse hergestellt, in dem diese Salze im See- 
wasser enthalten sind. AuBerdem wurde eine kleine Menge 
Na,SO, zugesetzt. Die Lésung gab gerade eine rote Farbung mit 
Neutralrot. Zu je 50ccm dieser Lésung wurden 0, 0,2, 0,4, 
0,6, 0,8 ccm einer frisch bereiteten m/100-Lésung von Neutral- 
rot zugefiigt. Eine Portion frisch befruchteter Eier wurde 
nach dreimaligem Waschen in diese Lésungen verteilt. In der 
ersten Lésung, die frei von Neutralrot war, entwickelte sich 


1) J. Loeb, diese Zeitschr. 2, 88, 1906. 
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kein Ei zur Larve, 40°/, der Eier furchten sich nicht einmal, 
und die iibrigen erreichten nur das Zwei- und Vierzellenstadium. 
In der Lésung 2, mit 0,2 ccm Neutralrot, furchten sich alle 
Eier, aber nur 10°/, derselben entwickelten sich zu schwim- 
menden Larven. Mit 0,4 ccm Neutralrot bildeten sich 50°/, 
schwimmende Larven, mit 0,6 ccm bildeten sich 60°/,, und mit 
0,8 ccm Neutralrot entwickelten sich praktisch alle Eier zu 
schwimmenden Larven. 

Diese Entwicklung fand aber nur bei den Eiern statt, die 
mit etwa 4ccm der Lésung im Uhrschalchen gehalten wurden. 
Die Eier, die im Hauptgefé8 gehalten wurden, entwickelten 
sich nicht so weit. Das kann zwei Griinde haben. Im Uhr- 
schilchen war die Sauerstoffversorgung eine bessere als im 
HauptgefaB, da in letzterem die Eier von einer viel héheren 
Wasserschicht bedeckt waren, welche die Diffusion des Sauerstoffs 
verzogerte. Die zweite Méglichkeit war die, da8 im Uhrschalchen 
die Menge von Neutralrot, die die Eier aufnehmen konnten, 
beschriankt war. Da8 der letztere Umstand von Bedeutung 
sein kann, wird dadurch bewiesen, daB, wenn man die Eier 
nach etwa 6 Stunden aus den Lésungen mit Neutralrot in die 
identischen Lésungen, aber ohne Neutralrot, iiberfiihrt, sie im- 
stande sind, sich zu Larven zu entwickeln. 

Diese Versuche, die sehr oft mit demselben Ergebnis wieder- 
holt wurden, beweisen, da8 Neutralrot in der Tat die Rolle von 
NaHO im unbefruchteten Ei iibernehmen kann, und da8 wir 
deshalb berechtigt sind, anzunehmen, da8 NaHO denselben Unter- 
schied im Verhalten auf das befruchtete und unbefruchtete Fi 
zeigt, den wir fiir Neutralrot haben nachweisen kénnen. 

Diese Tatsachen legen den Gedanken nahe, daB die stiarkere 
Wirkung von NaHO auf das befruchtete Ei damit zusammen- 
haingt, daB in letzterem die Base chemisch gebunden wird, ver- 
mutlich in der Form eines Salzes. Das diirfte im Lichte 
von Stieglitz’ Theorie der Katalyse durch Salzbildung ver- 
stindlich werden. Fiir die Katalyse der Ester durch Saure 
hat Stieglitz den Nachweis gefiihrt, daB der Ester als schwache 
Base fungiert, und daB8 nicht das Estermolekiil, sondern nur 
das Esterion sich spaltet. Die katalytische Wirkung der Saure 
beruht darauf, daB8 dieselbe mit der schwachen Esterbase ein 
Salz bildet, das viel stirker elektrolytisch dissoziiert ist als die 

19* 
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Base. Infolgedessen ist die aktive Masse der Esterionen, die 
der Zersetzung fahig sind, vermehrt, und die Reaktion ist be- 
schleunigt. In gleicher Weise kénnen wir annehmen, daB die 
Entwicklung des Seeigeleies zur Voraussetzung hat, daB eine 
schwache Saure im Ei zersetzt resp. oxydiert wird. Tritt nun 
diese Zersetzung resp. Oxydation im Anion der Saure, aber 
nicht im undissoziierten Molekiil ein, so ist es verstandlich, 
warum die Konzeniration der HO-Ionen in der umgebenden 
Lésung eine gewisse Hoéhe erreichen muB, wenn das Ei sich 
entwickeln soll. Wird die Konzentration der Hydroxylionen 
zu hoch, so wird das Ei zerstért, weil die katalytische Wirkung 
des Alkalis zu stark wird. Eine kleine Dosis KCN hemmt 
diese Katalyse, und so wird es verstindlich, wie es kommt, da8 
KCN die Entwicklung des befruchteten Eies sowohl wie die 
giftige Wirkung eines Uberschusses von NaHO hemmt. 

Meine friiheren Versuche weisen darauf hin, daB KCN die 
Oxydationen im Ei hemmt. Wir miissen daran denken, da 
es sich auch bei dem Schutz gegen Alkalivergiftung um die 
Hemmung von Oxydationen durch KCN handelt. Da ich aber 
diesen Umstand durch direkte Versuche noch sicherer fest- 
zustellen gedenke, so brauchen wir denselben hier nicht weiter 
zu diskutieren. 

Wie kommt es aber, daB8B NaHO das unbefruchtete Ei 
zerstért? DaB es auf das unbefruchtete Ei schwacher wirken 
muB, als auf das befruchtete Ei, ist klar, da ja das un- 
befruchtete Ei wenig oder kein Alkali bindet, also wenig oder 
keine Saéure enthalt, die der Spaltung resp. Oxydation verfallt. 
Unter diesen Umstiinden sollte aber das unbefruchtete Ei auch 
nicht durch NaHO zerstért werden. Dieser Widerspruch findet 
seine Aufklérung darin, daB die Hydroxylionen die Entwicklung 
des Eies anregen und es damit in dieselbe Lage versetzen, wie 
das befruchtete Ei.') Dazu ist es aber nétig, daS erstens die 
Konzentration der Hydroxylionen relativ hoch ist und daB die- 
selben 2 Stunden oder linger auf das unbefruchtete Ei ein- 
wirken. Durch diese Tatsache wird es klar, warum eine viel 
héhere Konzentration von Hydroxylionen nétig ist, um die 
unbefruchteten Eier zu zerstéren, als die befruchteten, und 


1) Pfliigers Archiv 118, 577, 1907. 
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warum die Dauer der Alkaliwirkung so viel gréBer sein muB, 
um die unbefruchteten Eier zu vernichten. Das liegt daran, daB das 
Alkali im Falle der unbefruchteten Eier zwei Wirkungen aus- 
iiben mu8, indem es niamlich erst die Eier in denselben Zu 
stand bringen mu8, in denen sie infolge der Membranbildung 
durch das Spermatozoon gebracht werden. Dann erst wirken 
die Hydroxylionen ahnlich auf das unbefruchtete wie das be- 
fruchtete Ei. 

V. Wir haben zu Anfang der Arbeit erwahnt, daB die 
hier mitgeteilten Versuche fiir die Theorie der Entwicklungs- 
erregung des Eies von Bedeutung seien. Ich habe in friiheren 
Arbeiten gezeigt, daB der Vorgang, welcher der Membranbildung 
zugrunde liegt, die Entwicklung des Eies in Gang setzt.') 
Es fragt sich, in welcher Weise der Vorgang, welcher der Mem- 
branbildung zugrunde liegt, die Entwicklung veranlassen kann. 
Da alle cytolytischen Mittel die Membranbildung veranlassen, 
so lag der Gedanke nahe, da8 die der Membranbildung zugrunde 
liegende Cytolyse der Rindenschicht des Eies die Durchgangig- 
keit des letztern fiir gewisse Stoffe, die fiir die Entwicklung 
nétig sind, erhdhe. Meine Beobachtung, daB NaHO die be- 
fruchteten Eier des Seeigels rascher zerstért als die un- 
befruchteten, schien eine solche Ansicht zu stiitzen. Die in 
dieser Abhandlung mitgeteilten Versuche zeigen aber, daB 
die Erklarung dieser Versuche in anderer Richtung liegt, 
nimlich im Unterschied der chemischen Reaktionen im _be- 
fruchteten und unbefruchteten Ei. Der Umstand, da die 
Giftwirkung der Hydroxylionen auch im befruchteten Ei durch 
Cyankalium gehemmt werden kann, spricht fiir die letzte 
Méglichkeit. Denn die Durchgangigkeit des Eies wird ja durch 
Cyankalium nicht vermindert, wohl aber die Geschwindigkeit 
gewisser chemischer Reaktionen, insbesondere Oxydationen. 

Der Zusammenhang zwischen Membranbildung und Ent- 
wicklungserregung wird wohl in einef andern Richtung zu 
suchen sein. Ich habe an die Méglichkeit gedacht, daB infolge 
der Cytolyse der Rindenschicht des Protoplasmas gewisse Stoffe 
der Rindenschicht in das Innere des Eies diffundieren, und 


1) J. Loeb, Die chemische Entwicklungserregung des tierischen Eies. 
Berlin 1909. Das Wesen der formativen Reizung. Berlin 1909. 
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damit die Entwicklung in Gang bringen. Nach dieser Vorstel- 
lung enthalt das unbefruchtete Ei alle Stoffe, die zum Beginn 
der Entwicklung nétig sind, aber einer oder mehrere dieser 
Stoffe liegen (gewissermaBen in einer Kruste) an der Ober- 
fliche des Eies. Erst wenn diese Rindenschicht durch Cytolyse 
verfliissigt oder sonstwie gebrochen wird, kénnen diese Rinden- 
stoffe in das Innere des Eies diffundieren und hier die Ent- 
wicklung anregen. DaB das Spermatozoon diese Cytolyse durch 
einen spezifischen Stoff, ein Lysin, zustande bringt, der sich 
auch im Blute und anderen Gewebssiften findet, habe ich an 
anderer Stelle auseinandergesetzt.*) 


1) J. Loeb, Das Wesen der formativen Reizung: Berlin 1909. 
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Uber die Hemmung der Giftwirkung von Hydroxylionen 
auf das unbefruchtete Seeigelei mittels Sauerstoffmangel. 


Von 


Jacques Loeb. 
(Eingegangen am 16. Mai 1910.) 


In einer friiheren Arbeit habe ich gezeigt, da die zer- 
stérende Wirkung der Hydroxylionen auf das befruchtete und 
unbefruchtete Ei durch Cyankalium gehemmt werden kann, und 
die Méglichkeit erwaihnt, daB diese Cyankaliumwirkung auf eine 
Hemmung der Oxydationen im Ei zuriickzufiihren sei. Fiir 
diese Annahme waren bereits in meinen friiheren Arbeiten 
Belege vorhanden. So hatte ich schon gezeigt, daB die Gift- 
wirkung einer alkalischen */, m-Calciumchloridlésung durch 
Sauerstoffmangel stark gehemmt wird.') Es war ferner von 
mir nachgewiesen, daB die entwicklungserregende und zerstérende 
Wirkung von hyperalkalischem Seewasser ebenfalls durch Sauer- 
stoffentzichung gehemmt wird.*) Da es sich hier um funda- 
mentale Tatsachen des Zellenlebens handelt, so wollte ich nichts 
dem Zufall iiberlassen. Es wurden daher neue Versuche vorge- 
nommen, um festzustellen, obdie zerstérende, cytolytische Wirkung 
einer alkalischen Chlornatriumlésung auf das befruchtete See- 
igelei durch Sauerstoffmangel gehemmt oder verzdgert wird. 
Diese Versuche ergaben ein positives, sehr schlagendes Resultat. 

Zur Methode der Versuche sei folgendes bemerkt: Um die alka- 
lische Chlornatriumlésung von Luft zu befreien, wurde 3 Stunden 
lang ein kraftiger Strom von sorgfaltig gereinigtem Wasser- 
stoffgas hindurchgetrieben. Der Wasserstoff war aus chemisch 
reiner Schwefelsiure (Kahlbaum) und chemisch reinem, arsenik- 





1) Diese Zeitschr. 2, 107, 1906. 
2) Pfliigers Archiv 118, 34, 1907. 
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freiem Zink mit Platinchlorid als Katalysator hergestellt. Der 
Wasserstoff wurde durch 2 Flaschen starker Kalilauge und 
1 Flasche mit Kaliumpermanganat geleitet. Die Eier eines 
Seeigels wurden befruchtet und gleich darauf durch 3maliges 
Waschen in neutraler m/2-Chlornatriumlésung von allen Spuren 
Seewasser befreit. Dann wurden sie in 5 Flaschen verteilt. 
4 dieser Flaschen waren mit dem Wasserstoffentwicklungs- 
apparat verbunden und luftfrei gemacht, die 5. Flasche war in 
Beriihrung mit Luft und diente zur Kontrolle. Jede der 5 Flaschen 
erhielt die gleiche Menge Eier. Mit Hilfe eines Assistenten 
wurde es so eingerichtet, daB beim Einbringen der Eier in die 
mit dem Wasserstoffapparat verbundenen Flaschen der Stopfen 
nur einen Augenblick gehoben wurde. Da gleichzeitig ein sehr 
kraftiger Wasserstoffstrom durch die Flaschen ging, so ge- 
langte beim Einbringen der Eier nur sehr wenig Luft in die 
Flaschen. Der Wasserstofistrom ging ununterbrochen wahrend 
der ganzen Versuchsdauer durch die Flaschen. 

Der folgende Versuch gibt ein Beispiel fiir den Ausfall 
der Resultate. 

Zu je 50 ccm 0,54 m-NaCl wurden 0,2 ccm ®/,,-NaHO zu- 
gefiigt. 4 Flaschen mit diesen Lésungen wurden mit dem 
Wasserstoffapparat verbunden, und eine blieb zur Kontrolle in 
Beriihrung mit Luft. Die 3mal mit NaCl gewaschenen Eier 
eines Weibchens wurden zu gleichen Mengen auf diese 5 Flaschen 
verteilt. Die Temperatur war 17°. Nach 2 Stunden 20 Minuten 
waren die Eier, die in der der Luft ausgesetzten Lésung ge- 
wesen waren, fast alle in Schatten verwandelt, und die wenigen, 
die noch intakt waren, gingen zugrunde, nachdem sie in See- 
wasser iibertragen waren. Um dieselbe Zeit wurde eine Flasche 
mit Eiern vom Wasserstoffapparat getrennt und die Eier sofort 
in Seewasser iibertragen. Nur etwa 1°/, dieser Eier war in 
Schatten verwandelt, iiber 90°/, entwickelten sich zu normalen 
Larven, die iibrigen entwickelten sich abnorm oder gingen zu- 
grunde. Die 2. Flasche wurde nach 4 Stunden vom Wasser- 
stoffapparat getrennt, und die Eier wurden wieder sofort in 
normales Seewasser iibertragen. Auch diesmal entwickelten 
sich noch etwa 90°/, der Eier, die Entwicklung war aber nicht 
mehr bei allen normal. Das war aber wesentlich oder lediglich 
Folge des Sauerstoffmangels, da ich schon friiher gezeigt habe, 
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da8 befruchtete Eier auch in Seewasser geschidigt werden, 
wenn sie nur 4 Stunden ohne Sauerstoff bleiben.*) 

Nach weiteren 2 Stunden, also 6'/, Stunden nach Beginn 
des Versuches, wurde die 3. Flasche vom Apparat getrennt 
und die Eier derselben in normales Seewasser iibertragen. 
75°/, der Eier entwickelten sich zu Larven. 

Die letzte Flasche wurde am nachsten Morgen vom Wasser- 
stoffapparat entfernt, 22 Stunden nach Beginn des Versuches. 
Die Eier waren intakt, als sie an die Luft gebracht wurden, 
sie waren aber nicht mehr imstande, sich zu entwickeln. Das 
war zum Teil, aber nicht vollig, Wirkung des Sauerstoffmangels. 

Dieser Versuch beweist also, daB bei Sauerstoffmangel die 
alkalische Lésung weniger als ein Drittel der Giftigkeit ent- 
faltet, die sich zeigt, wenn dieselbe Lésung der Luft ausgesetzt 
ist. Dieser Versuch wurde mit dhnlichen Resultaten 2 mal 
wiederholt. 

Diese und die friiheren Versuche beweisen, daB die alka- 
lische Chlornatriumlésung deshalb das befruchtete Ei rascher 
zerstért als das unbefruchtete, weil in dem befruchteten Ei 
die Oxydationsprozesse rascher verlaufen als im unbefruchteten; 
sie unterstiitzen aber nicht die Ansicht, daB die Befruchtung 
oder die Hervorrufung der Membranbildung die Durchlassigkeit 
des Eies fiir Hydroxylionen erhdht. 

Es wird vielleicht den Pathologen iiberraschen, daB die 
Alkalicytolyse durch Sauerstoffmangel oder Cyankalium gehemmt 
werden kann. Ich beabsichtige, durch weitere Versuche fest- 
zustellen, ob das allgemein zutrifft oder ob es nur eine Eigen- 
tiimlichkeit des Eies ist. Uber den Zusammenhang zwischen 
Oxydationsvorgingen und Alkalicytolyse habe ich schon friiher 
eine Vermutung ausgesprochen, die ich hier zitieren will: ,,Diese 
Tatsachen unterstiitzen die Ansicht, da8 die Giftigkeit einer 
Salzlésung mit zunehmender Konzentration der Hydroxylionen 
deshalb zunimmt, weil die OH-Ionen die Geschwindigkeit ge- 
wisser Reaktionen im Ei, besonders der Oxydationen, erhdhen. 
Handelt es sich um eine reine Kochsalzlésung, so entstehen zu 
viele Natriumverbindungen gewisser Stoffe, und das Ei geht 
infolgedessen an schwarzer Cytolyse zugrunde. Diese von der 


1) Diese Zeitschr. 1, 201, 1906. 
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Oxydationsbeschleunigung herriihrende Komponente der Giftig- 
keit einer alkalischen Salzlésung wird natiirlich durch Cyankalium 
oder Sauerstoffmangel gehemmt.‘‘') Diesem Resumé habe ich 
heute nur folgendes hinzuzufiigen. Meine neueren Versuche 
haben gezeigt, daB nicht nur die sogenannte schwarze Cytolyse, 
sondern auch die Schattenbildung, die in Gegenwart von Sauer- 
stoff in einer alkalischen Chlornatriumlésung hervorgerufen wird, 
durch Sauerstoffmangel oder Zusatz von Cyankalium gehemmt 
wird. Zweitens méchte ich an eine friihere Arbeit erinnern, 
in der ich gezeigt habe, daB die Cytolyse, die in einer alka- 
lischen Lésung von NaCl oder KCl auftritt, durch Zusatz irgend 
eines Salzes mit zweiwertigem Metall, insbesondere Ca, gehemmt 
wird.2) Wenn wir von der Vermutung ausgehen, daB ein Oxy- 
dationsprodukt die Cytolyse bedingt, so kann man daran denken, 
daB dieses Oxydationsprodukt mit Na und K (und vielleicht 
vielen einwertigen Kationen) lésliche Kérper, mit zweiwertigen 
Kationen aber unldsliche resp. schwer lésliche Kérper bildet. 
Als Beispiel solcher Produkte kénnen die Seifen dienen. 


1) Diese Zeitschr. 2, 108, 1906. 
2) Diese Zeitachr. 5, 351, 1907. 











Untersuchungen iiber die Guanylsaure. 
Von 


Ivar Bang. 
(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Universitat Lund.) 
(Eingegangen am 8. Mai 1910.) 


Mit 1 Figur im Text. 


Vor etwa 10 Jahren habe ich’) eine Nucleinsiure der 
Pankreasdriise beschrieben, die entgegen den damals bekannten 
nur eine Purinbase, naimlich Guanin, enthielt. Demgema8 
wurde sie Guanylsdiure benannt. Von anderen Spaltungs- 
produkten konnte ich aufSer Phosphorsiure eine Pentose und 
kleine Mengen Ammoniak nachweisen. Im ganzen wurden 
ca. 80°/, der Saéure an diesen Spaltungsprodukten wieder- 
gefunden. In einer folgenden Mitteilung*) wurde gezeigt, 
daB auBerdem noch Glycerin vorkommt. SchlieBlich habe ich*) 
mit Raaschou zusammen gefunden, daB die erwahnte Nuc- 
leinsiure ein Umwandlungsprodukt einer anderen etwas mehr 
zucker- (und glycerin-) haltigen Nucleinsdure darstellt, die mit 
a-Guanylsaéure bezeichnet wurde. Die alte Saure sollte in Uber- 
einstimmung hiermit dem Namen /-Guanylsiure bekommen. 

Nach mehreren Jahren erschien eine Nachpriifung von 
v. Fiirth und Jerusalem‘), die daran gipfelte, daB eine 
Nucleinsiure mit der von mir angegebenen Zusammensetzung 


1) Bang, Zeitschr. f. physiol. Chem. 26, 133, 1898. 

2) Bang, Zeitschr. f. physiol. Chem. 31, 411, 1901. 

8) Bang und Raaschou, Beitrige z. chem. Physiol. u. Pathol. 
4, 175, 1903. 

4) v. Firth und Jerusalem, Beitrige z. chem. Physiol. u. Pathol. 
10, 174, 1907. 
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nicht existiere. Die Pankreasnucleinséure enthalte keine Pen- 
tose und kein Glycerin, dagegen auBer Guanin noch Adenin 
und Pyrimidinbasen. 

Von mir’) auf einige prinzipielle Versuchsfehler aufmerk- 
sam gemacht, anderten v. Fiirth und Jerusalem”) ihre Auf- 
fassung derartig, daB sie die Existenz der /-Guanylsaure 
zugaben, wahrend sie die a-Saiure mit der Thymusnuclein- 
siure identifizierten. Hierzu wirkte eine Publikation von 
Steudel*) mit, der meine Angaben iiber die #-Guanylsaure mit 
Ausnahme des Glycerins bestatigen konnte, wahrend anderseits 
Steudel die «-Saiure als mit der Thymusnucleinsdure identisch 
annahm. 

Nun wire es aber recht sonderbar, daB ich diese «-Saure 
mit einer Thymusnucleinséure verwechselt haben sollte, da die 
letztere keine Pentose und iibrigens eine ganz andere Zusammen- 
setzung als die Guanylsaure besitzt, da ich doch selber die 
Guanylsaéure gefunden und untersucht habe und iibrigens selbst 
ausdriicklich auf die Existenz einer anderen von der Guanyl- 
séure verschiedenen Thymusnucleinséure in der Pankreasdriise 
aufmerksam gemacht habe. Die Argumente v. Fiirths gegen 
ihre Existenz sind auch nichts weniger als iiberzeugend, und 
seine Ablehnung der a-Saure, nicht aber der /-Saure stellt wohl 
eigentlich nur einen vorsichtigen Riickzug dar. 

Indessen waren diese verschiedenen Publikationen fiir mich 
eine Veranlassung, die Untersuchungen iiber die Guanylsaure 
wieder aufzunehmen. In den letzten 3 Jahren habe ich mich 
gelegentlich damit beschaftigt, und obwohl meine Versuche 
im groBen und ganzen hauptsichlich meine friiheren Unter- 
suchungen bestatigt haben, ist doch etwas Neues gefunden, das 
einer Publikation wert ist. Auch habe ich einige Berichtigungen 
zu machen. 

Bei diesen Untersuchungen bin ich erst zur Darstellung der 
Nucleinséure auf das f-Proteid zuriickgegangen. Hierbei habe 
ich ein neues Verfahren zur Proteiddarstellung ausfindig ge- 
macht, das eine wesentlich bessere Ausbeute als die urspriing- 


1) Bang, Beitrige z. chem. Physiol. u. Pathol. 10, 76, 1908. 

2) v. Fiirth und Jerusalem, Beitrige z. chem. Physiol. u. 
Pathol. 11, 146, 1908. 

3) Steudel, Zeitschr. f. physiol. Chem. 53, 541, 1907. 
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liche Methode Hammarstens liefert. Schlagt man namlich 
nach Hammarsten das Pankreasdekokt mit Essigsaéure nieder, 
so bekommt man in dem Niederschlag nur einen relativ geringen 
Teil der pentosegebenden Substanz. Aus dem Filtrate laBt 
sich durch Salzsiure etwas mehr fallen. Der Niederschlag lost 
sich aber leicht in einem geringen Saureiiberschu8. Viel vor- 
teilhafter gestaltet sich aber die Verwendung von Oxalsaure, 
die eine ganz bedeutend gréBere Proteidquantitat liefert. Und 
im Filtrate ist die Pentosereaktion nur schwach. Von der 
Oxalsiure mu8 man recht betrachtliche Quantitaéten verwenden; 
anderseits wirkt ein Uberschu8 von Oxalsaure schadlich, in- 
dem das Proteid hierdurch sich aufzulésen anfaingt. Weiter ist 
die Kochzeit des Pankreasbreies von Bedeutung. Hammarsten 
kocht nur mit Wasser auf und filtriert gleich. Besser ist es, das 
Kochen 6 bis 10 Minuten fortzusetzen und den Riickstand noch- 
mals 3 bis 4 Minuten auszukochen. Aus den vereinigten Fil- 
traten schlaigt man dann das Proteid mit Oxalsiure nieder. 

Fiir die Proteiddarstellung kann ich demzufolge folgendes 
Verfahren empfehlen: 15 Stiick — zirka 5 kg — Ochsen- 
pankreas werden in der Fleischhackmaschine zerkleinert, mit 
4 1 Wasser angeriihrt und unter Umriihren bis zum Kochen 
erhitzt. Man la8t die Mischung 6 bis 10 Minuten ruhig kochen 
und trennt schlieBlich die Fliissigkeit von dem ungelésten durch 
Kolieren. Der Riickstand wird mit 3 1 Wasser versetzt, auf- 
gekocht, 3 Minuten im Kochen gehalten und koliert. Das 
dritte und vierte Dekokt geben auch noch nicht unbetriachtliche 
Proteidmengen. Da aber das Ausgangsmaterial billig ist, und 
die Filtration ziemliche Zeit dauert, braucht man dieselben 
nicht zu beriicksichtigen. Die vereinigten Kolaturen werden 
— am besten nach dem Erkalten — filtriert. Die vereinigten Fil- 
trate werden mit etwa 4 g Oxalsdure pro Stiick Pankreas nieder- 
geschlagen, indem die Oxalsdure fiir sich zuerst in Wasser 
gelést wird. Nach 24 Stunden hat sich der sehr reichliche 
Niederschlag gut und kompakt abgesetzt. Man entfernt die iiber- 
stehende Lésung mit dem Heber und schwemmt den Niederschlag 
in ca. 21 Wasser auf. Nach einigen Stunden hat sich die Fallung 
abgesetzt, und das Wasser kann entfernt werden. Sie wird 
noch einmal gereinigt und ist nun zur Guanylsduredarstellung 
fertig. 
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Der Proteidniederschlag ist weiB, die iiberstehende Lésung 
sowie das Waschwasser gelb gefarbt. Ausbeute sehr gut: pro 
Kilogramm Pankreas 20 bis 25 g Proteid. Das Proteid ist 
aber nicht ganz rein, indem nach Auflésung in verdiinnter 
Lauge ein weiBer Riickstand — wesentlich wohl aus Calcium- 
oxalat bestehend — zuriickbleibt. Abgesehen davon enthalt mein 
Proteid nur 15,09°/, N und 3,40°/, P, wahrend Hammarsten 
fiir sein Proteid, das durch Essigséure niedergeschlagen war, 
17,39°/, N und 4,48°/, P gefunden hat. Da indessen das 
Proteid hier nur das Rohmaterial fiir die Guanylsiuredarstellung 
bildet, ist mein Verfahren in Betracht der guten Ausbeute 
vorzuziehen. 

Zur Darstellung der Guanylsiure aus dem Proteid habe 
ich meine urspriingliche Methode: Kochen mit Alkali, Ent- 
fernung des Alkalialbuminats durch Neutralisation und Reinigung 
der /-Séure durch ,,Umkrystallisation“‘ aus kochendem Wasser 
verlassen. Unter anderen deshalb, weil sie mit groBen Verlusten 
verkniipft ist. 

Meine neue Methode ist auf der folgenden Tatsache basiert. 
Setzt man zu einer f-Proteidlésung (NH,),SO, bis */, oder */, 
Sattigung hinzu, so schlagt sich das meiste Eiweif nieder, und 
die Lésung enthalt die Guanylsiure, die jetzt bequem gereinigt 
werden kann. 

Da man also in dieser Weise ohne Verwendung von 
Alkali die Guanylsiure vom Eiweif trennen kann, ist es iiber- 
haupt fraglich, ob tatsachlich auch im #-Proteid ein chemi- 
sches Individuum vorliegt oder nicht. Die Tatsachen sind zwei- 
deutig und sprechen sowohl pro wie kontra: 

Fiir die Existenz sprechen: 1. Bei der Analyse verschie- 
dener Praparate fanden Hammarsten u. a. seine Zusammen- 
setzung konstant. 2. Das nucleinsaure Histon aus Thymus 
wird durch Sattigung mit Kochsalz nach des Verfassers Unter- 
suchungen gespalten. 

Dagegen ist folgendes zu bemerken: 1. Das nucleinsaure 
Histon laBt sich durch (NH,),SO, mit unverinderten Eigenschaften 
aussalzen. 2. Die «-Guanylsdiure, die hier allein in Betracht 
kommt, besitzt eiweiBfallende Eigenschaften. 3. Nach 
Halb- und Ganzsiattigung einer f-Proteidlésung mit (NH,),SO, 
bleibt noch etwas Eiwei8 in Lésung. Das £-Proteid muBte 
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also jedenfalls mehrere Eiwei8komponenten enthalten, was in 
Betracht seines hohen P-Gehaltes kaum wahrscheinlich er- 
scheint. 4. Das durch (NH,),SO, ausgesalzte EiweiB verhilt sich 
wie eine primare Albumose. Da wir nun Grund haben anzu- 
nehmen, da® die Autodigestion des Pankreas gleich nach dem 
Tode beginnt, ware es sehr plausibel, daB durch Kochen un- 
koagulables Eiwei8 vorkommen kénnte. Nach Auftreten der 
Guanylsiure durch Spaltung des a-Proteids beim Kochen kénnte 
diese Nucleinsiure mit dem in Lésung befindlichen Eiwei8 bei 
saurer Reaktion den Niederschlag geben, der als /-Proteid be- 
zeichnet worden ist. Ware die Guanylsiure immer in Uber- 
schu8 vorhanden, so miiBte der Niederschlag einen konstanten P- 
Gehalt zeigen. 5. Versetzt man ein Dekokt aus Pankreas mit 
nativem EiweiB, so liefert Essigsiure einen groéBeren Niederschlag 
als sonst. 6. Das a-Proteid wird nicht durch (NH,),SO, ge- 
spalten. 7. Wie Hammarsten bemerkt, ist es aber schwer, 
das a-Proteid zu reinigen. Von einem solchen Priparat (NaCl- 
Extrakt mit A niedergeschlagen und im Minimum Alkali ge- 
lést) ausgehend, erhaélt man beim Kochen das /-Proteid; koa- 
guliert man aber das Extrakt mit Alkohol, so kann man eine 
Verbindung durch Wasser herauslésen, die beim Kochen koaguliert. 
Aus dem Filtrate schligt HCl die reine Guanylsaure nieder. 
Diese Beobachtungen fordern jedoch eingehendere Unter- 
suchungen, bevor man dariiber entscheiden kann. 

Bei einer solchen Sachlage kann man also kein be- 
stimmtes Urteil iiber die Existenz oder Nicht-Existenz des 
f-Proteids abgeben. Doch finde ich, daB die Tatsachen eher 
gegen eine Existenz sprechen. In solchem Falle wire das 
a-Proteid dem nucleinsauren Histon vergleichbar, indem beide 
aus nur einer Eiwei8komponente bestanden. Unter allen Um- 
stainden sind diese Beobachtungen geeignet, unsere Auffassung 
iiber die Konstitution des Pankreasproteids zu andern. 

Zur Darstellung der Guanylsiure wird die gereinigte 
Proteidfallung von 15 Pankreasdriisen in mdglichst wenig Kali- 
lauge gelést. Gesamtvolum ca. 500 ccm. Man setzt 260 g 
Ammoniumsulfat in Substanz hinzu, erwirmt zweckmaBig bis 
zur Lésung des Salzes und filtriert gleich. Die Filtration geht 
rasch von statten. Der Riickstand wird mit ca. 100 com Wasser 
erwarmt und nachher mit 200 ccm gesattigter (NH,),SO,-Lésung 
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versetzt, erwarmt und filtriert. Das Filtrat wird mit dem ersten ver- 
einigt. Der Riickstand gibt kaum Pentosereaktion und wird ver- 
nachlassigt. Man verdiinnt jetzt das Filtrat mit 3 bis 4 1 Wasser 
und schlagt die Guanylsiure mit Kupfersulfat (noch besser, aber 
teurer, ist Kupferacetat) nieder, indem man mit NH, neutrali- 
siert bzw. auBerst schwach alkalisch macht. Der Niederschlag 
witd durch Dekantation-Filtration gereinigt. Da der Nieder- 
schlag nach Entfernung des Kupferiiberschusses sich teilweise 
auflést, muB man immer neues Kupfersulfat -+- Alkali oder 
NH, hinzufiigen. Bei Verwendung von Kupferacetat ist der 
Alkalizusatz iiberfliissig. SchlieBlich wird die blaBgriine Fallung 
in ca. 100 com Wasser aufgeschwemmt (Gesamtvolum zirka 
250 ccm) und unter Erwirmen mit H,S wahrend | Stunde be- 
handelt. Das Kupfersulfid setzt sich gut ab. Ist aber noch 
guanylsaures Kupfer vorhanden, so lést sich das CuS zu einer 
kolloidalen Lésung. In solchem Falle setzt man das Durch- 
leiten von H,S fort. Nach der Filtration hat man eine schwach 
gelb gefirbte Lésung, die kaum EiweiGreaktionen gibt. Dagegen 
halt das Kupfersulfid etwas Eiwei8 zuriick. Man entfernt den 
H,S-Uberschu8 und setzt tropfenweise 25°/, Salzsiure bis zur 
maximalen Fallung hinzu. Hierzu ist eine ziemlich grobe 
QuantitatSaure erforderlich. AuBer der freien ausgefallten Guanyl- 
siure bleibt eine nicht zu geringe Menge saures guanylsaures 
Alkali in Lésung. Man setzt deswegen ohne Filtration 
2 Volumina Alkohol (96°/,) hinzu und filtriert nach einigen 
Stunden. Der Riickstand wird mit ca. 100 com Wasser di- 
geriert. AuBer der ungelést gebliebenen freien Guanylsdure 
geht das guanylsaure Alkalisalz in Lésung und wird durch 
Salzsaiure als freie Guanylsiure gefallt. Man wascht mit Wasser 
aus. Nach Alkohol-Atherbehandlung bekommt man die Guanyl- 
siure als schneeweiBes Pulver analysenrein. Ausbeute ca. 4 
bis 5 g. 

Diese Saure ist die q-Guanylsiure. Als Alkalisalz ist sie 
in Wasser léslich und wird hieraus nicht durch Essigsdure 
niedergeschlagen. Da sie weiter zur Fiallung ziemlich viel 
Salzsaure erfordert, ist es zu entschuldigen, daB ich und Raaschou 
die Fallbarkeit durch Salzsaure friiher iibersehen haben. Mit 
1°/, HCl bekommt man nur auf Zusatz gréBerer Séuremengen 
eine Fallung. 
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Diése c-Guanylsiure zeigt mit der Thymusnucleinséure 
ziemlich tbereinstimmende Eigenschaften: Beide werden von 
Essigsiure nicht gefallt, sondern erst durch Salzsiure als ein 
kompakter Niederschlag. Sie sind also in Wasser unldslich 
oder jedenfalls sehr schwer léslich. Selbst eine sehr verdiinnte 
Lésung von guanylsaurem Alkali gibt mit HCl Fallung. Beide 
fallen EiweiB. Eine Guanylsdurelésung diffundiert nicht durch 
Pergamentpapier. Die Guanylsiure besitzt also ebenso wie 
die Thymusnucleinsiure ein hohes Molekulargewicht. Beide 
sind mehrbasische Séiuren. Beide sind etwas hydroskopisch. 
Beim Trocknen bei 100° werden beide zersetzt. 

Es ist weiter von Interesse, welche Zusammensetzung diese 
a-Guanylsaure besitzt, und welche ihre Spaltungsprodukte sind. 

Ein Praparat «-Saéure wurde bei 37° iiber Chlorcalcium getrocknet, 
was ca. 3 Wochen dauert. 0,2621 g ergaben 0,3252 g CO, und 0,1032 g 
H,0 = 33,84°/, C und 4,41°/, H.!) — 0,2226 g ergaben nach Kjeldahl 
39,48 mg N=—17,74°/, N und 0,3753 g, nach Naumann 30,25 mg 


P=8,06°, P. 0,4066 g Substanz lieferten 0,0161 g Asche —0,40°/), 
davon viel P,O,. 


Vergleichen wir die Ergebnisse dieser Analysen mit den 
Befunden bei der Analyse der f-Guanylsiure in meiner ersten 
Abhandlung, so wird ersichtlich, daB die «-Guanylsfure genau 
dieselbe Zusammensetzung wie die /-Saure zeigt. 

Fiir «-Guanylsiure Fir §-Guanylsiure 
gefunden gefunden 
C 33,84°/, 34,18°/, 
H 4,41 ,, 4,43 ,, 
N 17,74 ,, 18,21 ,, 
P 8,06 ,, 7,68 ,, 

Die Differenzen sind ganz unwesentlich. 

Friiher haben aber ich und Raaschou fiir die ~-Guanylsiure nur 
15,28°/, N und 6,59°/, P gefunden. Ich glaube diese Differenzen durch 
folgende Beobachtung zum Teil erklaren zu kénnen: 

Setzt man zu einer noch etwas eiweiBhaltigen ~-Guanylsiurelésung 
Kupfersulfat + Alkali, so kann man eine rein blaue Farbung ohne An- 
deutung der Biuretreaktion kriegen. Erst nach Aufkochen und Filtration 
kommt die Reaktion zum Vorschein. Vielleicht haben wir uns damals 
durch diese Fehlerquelle getiuscht, die man also beriicksichtigen muB. 
Weiter haben wir sicher nicht die freie Saiure selbst, sondern das 
Salz untersucht, aber als freie Siure berechnet. 


1) Die C- und H-Analysen wurden freundlichst von Dozent Holm - 
berg ausgefiihrt. 
Biochemische Zeitschrift Band 26. 20 
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Die x-Guanylsiure ist, wie ich friiher fiir die f-Saiure gefunden 
habe, eine 5-basische Saure. 0,9952 g abgewogen und in UberschuB 
von "/s-KOH gelést. Zuriicktitration mit Phenolphthalein als Indicator 
durch */,-H,SO,. Gefunden 0,1248 g K = 2,5°/). Berechnet 11,24°/, K. 

Indem die Besprechung der Spaltungsprodukte dem folgen- 
den Abschnitte vorbehalten wird, gehe ich jetzt zu der Be- 
sprechung der /-Guanylsdure iiber. 

Man kocht eine Loésung der q-Guanylséure mit 2 bis 3°/, 
KOH */, Stunde auf dem Wasserbad, versetzt die Lésung mit Essig- 
siure bis zu saurer Reaktion in der Warme und filtriert warm; 
das ganze Filtrat gelatiniert beim Abkiihlen, wenn die Lésung 
geniigend stark konzentriert ist. Wir finden also auch hier 
eine Ubereinstimmung zwischen der Guanylséure und der Thy- 
musnucleinsaure, die bekanntlich auch nach Kochen mit Alkali 
bei Gegenwart von Alkaliacetat gelatiniert. 

LaBt man das neutralisierte Filtrat abkiihlen und am besten 
einige Zeit stehen, so bekommt man, wenn die Lésung nicht zu 
konzentriert ist, durch Essigsiure einen Niederschlag, der beim 
Erwarmen sich auflést, um beim Erkalten wieder zu erscheinen. 
Diese $-Guanylsiure kann auch durch Salzsiure niedergeschlagen 
werden, der Niederschlag lést sich aber viel leichter in Uber- 
schu8 von Salzséure als die «-Guanylsdure. Sie besitzt also 
die Eigenschaften, die ich friiher als fir die $-Guanylsiure als 
charkteristisch beschrieben habe.') Dies trifft auch fir die 
Zusammensetzung zu. 

Das Analysepraparat wurde aus einer c-Guanylsdure (die 
allerdings noch etwas (NH,),SO, enthielt) dargestellt. Nach 
Kochen mit KOH und Anséiuern mit Essigsiure wurde mit 
Alkohol niedergeschlagen, wodurch allerdings das guanylsaure 
Alkali ausgeschieden wurde. Infolgedessen war der Aschengehalt 


hoch. 

Nach dem Trocken bei 100° lieferten 0,1997 g Substanz 27,86 mg 
N = 13,58°/,. 0,3873 g = 23,08 mg P= 5,969/,. 0,3426 g— 0,3248 g 
CO, und 0,0970 g H,O = 25,86°/, C und 3,17°/, H.2) 0,8525 g Sub- 


1) Kleinere Unterschiede sind doch nachweisbar. Diese Siure 
fordert mehr Essigsiure zur Fallung und schlagt sich mehr gelatinés als 
die alte nieder. Bisweilen habe ich jedoch keinen Unterschied entdecken 
kénnen. Die Alkalikonzentration, Kochzeit u. dgl. kénnen wohl die 
kleinen Differenzen erklaren. 

2) Die C- und H-Analysen sind freundlichst von Dozent Holm- 


berg ausgefihrt. 
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stanz ergab 0,2921 g Asche, davon 36,56 mg P = 93,1 mg P,O; = 0,1990 g 
Asche == 23, 3/9. Die Asche enthielt reichlich Kalium und gab zudem 
Reaktion auf. Schwefelsiure. Die Verarbeitung von 1,1642 g Substanz 
nach der Veraschung zur K-Bestimmung nach der Perchloratmethode, 
ist teilweise miBlungen. Bei der Beriihrung mit Pt-Mohr in dem Nau- 
mann-Tiegel verbrannte das Kaliumperchlorat explosiv; 170 mg K, als 
KCl berechnet, gefunden (der Tiegel wurde schlieBlich gegliiht) — 159/, K. 

Auf aschefreie Substanz umgerechnet sind gefunden: 
34,22°), C, 4,2°/, H, 18,0°/, N und 7,9°/, P. Die Werce stimmen 
gut mit den von mir friher fiir die #-Guanylsaiure an- 
gegebenen. 

Aus den analytischen Daten geht also hervor, daB die a- 
und /-Guanylsiuren dieselbe Zusammensetzung besitzen. Wie 
spater gezeigt werden soll, ist auch ihre rationelle Zusammen- 
setzung dieselbe. Sie verhalten sich genau wie die Thymus- 
nucleinséuren. Man ist also berechtigt, auch die a-Guanylsadure 
aufzustellen, dagegen sind die friiheren Angaben von mir und 
Raaschou betrefis der verschiedenen Zusammensetzung beider 
unrichtig. 


Die Spaltungsprodukte der Guanylsiuren., 


1. Die stickstoffhaltigen Spaltungsprodukte. Von 
solchen sind von mir in der §-Guanylsdure nachgewiesen: Guanin 
und Ammoniak. Diese Angaben sind von Steudel bestitigt 
worden. Fir die Guanylsiure haben ich und Raaschou 
Guanin nachgewiesen. v. Fiirth und Jerusalem glauben auch 
Adenin u. a. gefunden zu haben. Da sie aber eine Methodik 
benutzen, nach der man hier absolut falsche Resultate erhalten 
muB8, sind ihre Bestimmungen ganz wertlos. 

Fiir mich waren jetzt zwei Fragen von Interesse. Erstens 
inwieweit das vorliegende Guanin mit dem gewdéhnlichen 
(2-Amino-6-oxypurin), oder mit dem Isoguanin (6-Amino-2- 
oxypurin) identisch ist. Eime andere Frage war die Ab- 
stammung des gebildeten Ammoniaks, inwieweit es, wie in 
meiner ersten Mitteilung erwahnt, sekundir durch Hydrolyse 
des Guanins entsteht oder ein primares Spaltungsprodukt der 
Guanylséure darstellt. 

Eine Portion Guanin aus der a-Guanylsiure wurde mehr- 
mals als Guanin-Silbernitratverbindung umkrystallisiert und 


schlieBlich in das Hydrochlorat iibergefiihrt. 
20* 
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Das lufttrockene Priparat gab bei 100° 15,32°/, H,O ab gegen be- 
rechnet 16,11°/, (0,5341 g Substanz 0,0818 g H,0). 

0,1223 g Substanz ergeben 45,3 mgr N — 37,209/,. Fiir C;5H;N,0. HCI 
berechnet 37,33°/. Die Pt-Verbindung zeigte 27,17 /) Pt (0,0530 g Sub- 
stanz —0,0144 g Pt). Berechnet fiir C;H;N,O.HCl, PtCl, — 27,4°/, Pt. 
Schmelzpunkt des Pikrates: Bei 262° bis 265° beginnende MiBfirbung. 
Bei 275° bis 280° Verkohlung. Ein anderes Praparat wurde als Sulfat 
analysiert. Das im Exsiccator getrocknete Sulfat enthielt 1. 31,35°/, N 
und 22,28°/, H,SO,; 2. 31,96°/, N und 22,11°/, H,SO,. (1. 0,1610 g Sub- 
stanz = 50,47 mg N= 31,35), 0,3621 g Substanz — 0,1940 g BaSO, 
— 22,289/, H,SO,4. 2. 0,1370 g Substanz — 43,8 mg N = 31,96°/,, 0,3198 g 
Substanz = 0,1697 g BaSO, = 22,11°/,.) Fiir (C;H;N;0),.H,SO, + 2 H,O 
berechnet 32,11°/, N und 22,46°/, H,SO,. Das Wiageglischen wurde 
2 Stunden bei 120° getrocknet, 0,1270 g Substanz — 42,7 mg N = 33,62 °/, 
(berechnet fiir (C;H,;N,O).H,SO, — 35,0°/,; fiir (C,H,N,O),H,SO, -! H,O 
= 33,49°/,). Nach 7 Stunden bei 120° lieferten 0.3181 g Substanz 
0,1810 g¢ BaSO, = 23,99/, H,SO,. Berechnet fiir (C,;H;N;O),H.SO, 
= 24,0°/, H,SO,. 

Hieraus kann gefolgert werden, da8 das Guanin mit dem 
gewohnlichen identisch ist. 

Ich habe die Guaninanalysen so ausfiihrlich ausgefiihrt und 
wiedergegeben, weil das aus der Guanylsaure direkt ohne Reinigung 
untersuchte Guanin sich recht eigentiimlich verhilt. Z. B. ist 
sein Stickstoffgehalt immer geringer als berechnet. In meiner 
ersten Mitteilung habe ich 45,82°/, N gefunden gegen berechnete 
46,35°/,. Steudel fand 45,45°/, N. Bei meinen jetzigen 
Untersuchungen fand ich 45,2°/,, 45,0°/,, 44,5°/, bis sogar 
42,84°/, N. 

Weiter bemerkte ich beim Auswaschen, daB der NH,- 
Niederschlag der hydrolysierten Guanylsaéure schlieBlich, wenn 
alles Ammoniak ausgewaschen war, triibe durch das Filter 
zu gehen anfing. Setzte ich aber eine Spur NH, zu, so bekam 
ich wieder ein wasserklares Filtrat. Hieraus kam ich auf den 
Verdacht, daB der Niederschlag nicht einheitlicher Natur war. Ich 
versuchte dann die Trennung der eventuell vorkommenden Be- 
standteile des Niederschlages durch kochendes Wasser auszu- 
fiihren, da bekanntlich Guanin auch in kochendem Wasser auBerst 
schwer léslich ist. Tatsiachlich ging auch beim Kochen eine aller- 
dings nicht betrachtliche Fraktion in Lésung, die beim Abkiihlen 
sich wieder gréBtenteils ausschied. Hierzu waren groBe Wasser- 
mengen notwendig — ca. 11H,O auf 0,5 bis 1,0 g Rohguanin. 
Der Riickstand wurde mehrmals ausgekocht. 
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Das oben erwahnte Praiparat mit 42,8°/, N in dieser Weise 
behandelt lieferte einen Riickstand mit 44,18°/, bzw. 44,01°/, N. 
Der umkrystallisierte Teil zeigte 39,92°/, N bzw. 39,26°/, N. 
Die in Lésung gegangene Substanz enthielt also weniger N als 
der Riickstand. Nach dem N-Gehalt konnte man vermuten, 
daB die léslichere Substanz wahrscheinlich Xanthin entsprechen 
muBte. Xanthin enthalt 36,84°/, N gegen 46,43°/, des Guanins. 
Nach Almén lést sich 1 Teil Xanthin bei 16° in 14151 Teilen 
Wasser, bei 100° dagegen in 1300 bis 1500 Teilen. Da nun 
das Guanin nicht ganz in heiBem Wasser unléslich ist, kann 
man kaum erwarten, allein durch Umkrystallisieren zu reinen 
Praparaten zu kommen. Die Xanthinfraktion gab auch eine 
positive Murexidreaktion. Dagegen laBt sich das Xanthin besser 
durch das Silberverfahren von dem Guanin trennen, indem das 
Xanthinsilbernitrat in Salpeterséure leichter léslich ist als die 
entsprechende Guaninverbindung. Nach Erkalten der heifen 
Lésungen von beiden Doppelsalzen bleibt das Xanthinsilber in 
Lésung, wahrend das Guaninsilbernitrat sich ausscheidet. Oben 
ist erwiesen, daB man nach diesem Verfahren aus dem Roh- 
guanin ein reines Guanin kriegen kann. Zerlegt man nun die in 
Lésung gebliebene Xanthinsilberverbindung, so bekommt man auch 
aus der Guanylsiure reines Xanthin. Das urspriingliche Pri- 
parat enthielt 45,2°/, N. Es wurde iiber die Silberverbindung 
ein prachtvoll krystallisiertes Xanthinnitrat, das in Salpeterséure 
schwer léslich war, dargestellt. Die HCl-Verbindung war ebenfalls 
recht schwer léslich. Dagegen wurde das Xanthinnitrat nicht von 
Wasser zerlegt — entgegen der entsprechenden Guaninverbindung. 
Eine N-Bestimmung ist miBflungen. Das Xanthin war in 
Ammoniak leicht léslich. Dessenungeachtet wird es also mit 
dem Guanin zusammen durch iiberschiissiges NH, ausgeschieden. 
Ein Versuch, durch gréBeren NH,-Zusatz das Xanthin von dem 
Guanin zu trennen, scheiterte. 

Xanthin kommt also neben Guanin — obwohl in weit ge- 
ringerer Menge — urter den hydrolytischen Spaltungsprodukten 
der Guanylséiure vor. Es fragt sich dann, inwieweit es auch 
praiformiert in der Nucleinsaure existiert oder ob es erst durch die 
Hydrolyse gebildet wird. Das letztere ist nun entschieden das 
wahrscheinlichste. Abgesehen von der recht kleinen Xanthin- 
menge kann man Guanin durch Kochen mit 2°/, HCl oder 
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5°/, H,SO, zum Teil in Xanthin iiberfiihren. Ein ausgekochtes 
Rohguaninpraparat wurde hydrolysiert. Nach Neutralisation 
lieS sich wieder Xanthin durch Kochen gewinnen. Ein anderes 
Priparat mit 44,5°/, N zeigte nach Hydrolyse 42,54°/, N. 
Reines Guaninchlorid (das analysierte Praparat Nr. 1) zeigte nach 
der Hydrolyse 45,25°/, bzw. 45,0°/, N als Guanin analysiert. 

Schon in meiner ersten Mitteilung habe ich das Vorkommen 
von NH, unter den Spaltungsprodukten der Guanylsaure ge- 
funden und ich habe damals hervorgehoben, dab das NH, sekundiir 
aus dem Guanin gebildet wurde. Ich konnte auch bei reinem 
Guanin nach der Hydrolyse ein Auftreten von NH, beobachten. 
Hiermit in Ubereinstimmung steht der Nachweis des Xanthins: 
C,H,N,O +- H,O = C,H,N,O, + NH,. Hiernach sollte also das 
Guanin hydrolytisch in Xanthin und Ammoniak zerlegt werden. 
Dies braucht gar nicht mit Strecker- Fischers Angaben, daB 
Guanin durch Oxydation in Xenthin iibergeht, in Widerspruch 
zu stehen. Durch die Hydrolyse ist der Vorgang folgendermaBen 


erklarlich. 


HN—- CO HN—CO 
(1) (6) 


(2) (5) 
NH, — C-——C — NH(7) +H,O= HOC—C—NH -+ NH. 


SCH) 1 | ‘SCH 
(3) (4) } 
N— C—No) N—C—N 

Bei der Oxydation miissen 2 Molekiile Guanin mit 3 Atomen 


| | 
O reagieren oder: 2(NH, — C —) -+- 0, = 2COH + N, + H,0. 
| 


Nimmt man eine 2-Iminogruppe an, so bekommt man durch 


| | 
Hydrolyse — C — NH -+- H,O = CO -+- NH,. Durch Oxydation 


l | 
entsteht aus 2CNH -- 0, —=2CO--N,-+-H,0O. BeiE. Fischers 


Methode’), wo man in schwefelsaurer Lésung mit Natriumnitrat 
oxydiert, diirften beide Vorginge stattfinden. Das gebildete NH, 
wird dann weiter vom Nitrit umgesetzt. Ich habe nach dieser 
Methode mir Xanthin aus Guanin dargestellt und mit dem 
hydrolytisch dargestellten verglichen. Die Ubereinstimmung 
war volikommen. 

Die Tatsache, da8 man durch Hydrolyse zu Xanthin 
kommen kann, hat besonders Interesse, wenn man an die 


1) E. Fischer, Ann. d. Chem. 215, 253, 1882. 
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Nucleasen und speziell an die Guanase erirnert. Man hat 
hier bekanntlich angenommen, da diese Nucleasen Oxydations- 
enzyme sind. Jetzt mu8 man zu der Frage Stellung nehmen, ob 
wir es hier tatsachlich nicht mit hydrolytisch wirkenden Enzymen 
zu tun haben. Ware dies der Fall, so besteht ein prinzipieller 
Unterschied zwischen den Nucleasen und dem harnsaurebildenden 
Enzym, welch letzteres tatsichlich ein Oxydationsferment sein 
muB. 

SchlieBlich bleibt noch zu untersuchen, wieviel Guanin 
(nebst Xanthin) aus der Guanylsdure sich darstellen lat. 

Von dem oben erwahnten Priparat der ~-Siure wurden 0,4088 g 
3 Stunden mit 100 ccm 5°/,iger H,SO, gekocht. Nachdem 10 com fiir 
die Zuckertitration abgenommen worden waren, wurde das Guanin mit 
NH; niedergeschlagen. Gefunden 0,1088 g. Das Filtrat lieferte 0,099 g 
Silberfallung = 0,039 g Guanin (alles auf 100 com Gesamtvolum umge- 
rechnet). Gesamtguanin — 0,1478 g = 36,15°/,. Es sei bemerkt, da8 
das Filtrat schlieBlich triibe durchging, weshalb die Silberfallung so 
groB ist. 

Von der #-Guanylsiure lieferten nach der Hydrolyse mit 5°/)iger 
Schwefelsiure 2,0143 g Substanz direkt durch NH, 0,5928 g Guanin 
+. 0,023 g der Silberfaillung — 0,6158 g = 30,5°/,. Auf aschefreie Sub- 
stanz umgerechnet 39,5°/o. Ich habe friiher 35 bis 36°/, Guanin ge- 
funden. Steudel 34,72°/). 

2. Die stickstofffreienSpaltungsprodukte. Von diesen 
kommt — auBer Phosphorsiure — die reduzierende Sub- 
stanz in Betracht. v. Firth und Jerusalem haben die 
Vermutung ausgesprochen, da®S diese eine Beimischnng von 
Glykogen darstellt. Dies ist schon aus dem Grunde unmég- 
lich, weil die Substanz positive Pentosereaktionen gibt 
und ein Pentosazon liefert. Dies trifft selbstversténdlich auch 
fiir die von mir und Raaschou dargestellte a-Guanylsaure zu. 
Da weiter diese reduzierende Substanz eine Pentose und nicht 
Glucuronsadure oder eine Hexose sein kann, geht auBer- 
dem aus der fehlenden Tollensschen Naphthoresorcinreaktion 
sowie aus der fehlenden Lavulinsaurebildung nach Steudel hervor. 
Dagegen bekommt man ein typisches Pentosazon. Die Frage ist 
also nur noch, welches die Natur der Pentose ist. Neuberg sowie 
Rewald haben die aus Gesamtpankreas erhaltene Pentose 
mit Xylose identifiziert. Steudel konnte aus der Guanylsiure 
keine Xylonsiure darstellen. Bei meinen Untersuchungen be- 
kam ich nach Bertrands Methode der Xylonsdéuredarstellung 
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schlieBlich Krystalle eines Cadmiumsalzes, die auch eine recht 
schwer jésliche Brucinverbindung lieferten. Andererseits ging 
die Bromierung langsam von statten. Die Ausbeute war klein 
und die Krystalle nicht typisch. Da ich iiber keine Analysen 
verfiige, kann ich mich weder fiir noch gegen die Xylosenatur der 
Pentose entscheiden. Dagegen habe ich die Quantitat des 
Zuckers sowohl fiir die a- wie /-Guanylsiure bestimmt, und 
zwar durch Titration nach meiner Methode. Zuerst habe ich 
durch Titrierungen mit reiner Xyloselésung festgestellt, wie sich 
diese bei meiner Titriermethode verhilt. 


0,2669 g Xylose in 50 ccm Wasser: 














Fir Dex | : 
he | Differenz 
= mg i ia 
10 com = 2,0 com Hydroxylaminliésung 
53,4 mg Xylosee........ 57,3 — 3,9 
9 com = 4,7 com Hydroxylaminlésung 
== 48.0 mg Xylose.......-. 52,3 — 4,3 
8 com = 8,6 com Hydroxylaminlésung 
wn GG.7 oom Dylose . sw 3 tt te 45,35 — 2,6 
6 com = 17,1 com Hydroxylaminlésung | 
= $2,0 mg Xyloee........ 33,8 —18 
5 com == 22,0 com Hydroxylaminlésung 
a= 26,7 mg Xylose . . . . se es 27,7 —1,0 
4 com == 27,5 ecm Hydroxylaminlisung 
ef. ee ee 21,2 | +02 
3 com == 32,9 com Hydroxylaminlésung | 
ms GO me Byee. . 2. 5 ee 15,3 + 0,7 
2 com == 38,5 cem Hydroxylaminlésung 
== 10,7 mg Aylose . .. . . «2 - 9,9 +. 0,6 
1 com = 43,9 com Hydroxylaminlésung 
weGSmg Ryle . 1... 2s 5,0 ; -+-0,3 





Aus der Tabelle ist ersichtlich, daB die Reduktion der 
Xylose je nach dem Zuckergehalt regelmaBiger als beim 
Traubenzucker verliuft, indem bei geringem KupferiiberschuB 
die Xylose starker, bei groBem schwacher als Dextrose re- 
duziert. Die Oxydation entspricht ungefahr der Bildung von 
Trioxyglutarsiure. Der Unterschied zwischen Traubenzucker 
und Xylose kommt durch eine graphische Darstellung besser 
zum Ausdruck (Fig. 1). 

0,4088 g a-Guanylsiure. 3 Stunden mit 5°/,iger H,SO, 
100 ccm) gekocht. 10 com = 31,8 ccm Hydroxylaminlésung 
== 17 mg Xylose = 41,55°/,. 2,0143 g §-Guanylsiure 3 Stunden 
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mit 250 ccm 5°) ,iger H,SO, gekocht. 10 com = 22,6 com Hy- 
droxylaminlésung == 26 mg Xylose = 32°/,. Auf aschefreie Sub- 
stanz umgerechnet 41 ,0°/,. 

Es bleibt noch zu untersuchen, inwieweit die gesamte 
reduzierende Substanz Pentose bzw. Xylose entspricht. Eine 
Portion #-Guanylsiure wurde mit Schwefelsiure 3 Stunden ge- 
kocht und auf 125 ccm 
aufgefiillt. 50 cem dien- or nd 
ten davon zur Furfurol- 
bestimmung nach Tol- 
lens. Durch Reduktion 
gefunden205,3mg. Aus 
Furfurolbestimmung be- 
rechnet 195,3mg. Hier- 
aus mu8 gefolgert wer- 
den: 1.daB die gesamte | 
reduzierende Substanz 4} fo 
Pentose entspricht und | Wa 
2. daB die ganze Zucker- — | he 
menge durch 3stiindige | Lf 
Hydrolyse mit 5°/,iger pe 
H, SO, freigemacht wird. ” 
Steudel berichtet, da8B Fig. 1. 
er bei der Hydrolyse 
Furfurolbildung gefunden hat, also eine teilweise Zersetzung 
der Pentose. Dies mag sein, wenn man nicht das relative Ver- 
haltnis zwischen Guanylsiure und Saéure, wie ich es in meiner 
ersten Mitteilung angewendet habe, beriicksichtigt. Bei der Hydro- 
lyse verdiinnter Guanylsaiurelésungen kommt aber eine Furfurol- 
bildung nicht in Betracht. Aus diesem Grunde ist die Vorschrift 
Steudels zur Hydrolyse der Guanylsiure in Abderhaldens 
Handbuch nicht zu empfehlen. 

Das Vorkommen von Glycerin wird von Steudel sowie von 
v.Fiirth und Jerusalem entgegen meinen Angaben verneint. Die 
Richtigkeit dieser Auffassung muB8 zugegeben werden. Es ist 
mir ganz unverstandlich, denn ich habe damals besonders die 
Acroleinreaktion sehr deutlich nachweisen kénnen und die Probe 
sogar Fachgenossen demonstriert. Trotzdem mu8 ich mich also 
jetzt unbedingt der entgegengesetzten Auffassung anschlieBen. 
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Zuletzt bleibt dann die Frage zu entscheiden: Sind Phos- 
phorsdure, Guanin (und als sekundare Produkte Xanthin und 
Ammoniak) und Pentose die einzigen Spaltungsprodukte der 
Guanylsiure oder kommen auch andere solche vor? Hierbei 


. 
4 
) 
: 
: 


ated 


1) miissen wir auf der einen Seite die Spaltungsprodukte und 

ij andererseits die Elementaranalysen beriicksichtigen. Nach den 

hier mitgeteilten Kontrolluntersuchungen finde ich keinen Grund, 7 
von meiner friher aufgestellten Elementarformel C,,H,,N,,O,, 

. Abstand zu nehmen. Zwar erklirt Steudel') kategorisch, daB 

} nach seinen Untersuchungen“ die Elementarformel der Guany]- 

| siure einer ,,Richtigstellung’‘ bedarf. Da aber diese Unter- 

suchungen in einer Nachpriifung bestehen, bei der er meine 

Angaben — abgesehen von Glycerin — iiber den P- und N- 

Gehalt sowie die Guaninquantitaét bestitigt hat, wahrend er 

keine C- und H-Analysen und keine Zuckerbestimmung aus- 

gefihrt hat, kann man wohl diese AuSerungen kaum ernst 


eS 











nehmen. 
i | Fiir x-Gua- | Fiir f-Gua- | py Fir 
: nylsdure jetzt nylsaure jetzt F a | CagH ggNooP4 O33 
gefunden | gefunden |  berechnet 
————— ee ———— _ So — a me. Slo —————— a ——— Slo — 
C 33,84 34,22 34,18 34,24 
H 4,41 4,20 4,57 4,28 
N 17,74 18,00 1821 | 18,15 
8,06 7,90 7,64 8,04 





Da weiter die Guanylsdure nicht diffusibel ist, mu8 man 
ebenso wie bei der Thymusnucleinséure eine Polyphosphorsaure 
als Kernsubstanz annehmen. Ich finde keinen Grund, meine 
friihere Auffassung zu andern, daS auch die Guanylsaure, die 
betreffs Eigenschaften mit der Thymusnucleinsare so viele Uber- 
einstimmungen zeigt, 4 Atome P enthilt. 

Dagegen zeigen die Guanin- und Zuckerbestimmungen, da8 
die Guanylsiure 4 Molekiile Guanin, 4 Molekiile Pentose 
# und 4 Molekiile Phosphorsaure enthalten mu8. Dagegen 
kann man also nicht behaupten, daB hier — ebenso wie fiir 
die Inosinséure jetzt allgemein behauptet wird — eine Nuclein- 
siure vorliegt, die aus 1 Molekiil Guanin, Zucker und Phosphor- 
sdure besteht. Auch kann man mit Bestimmtheit behaupten, 


1) Steudel, Abderhaldens Handb. d. biochem. Arbeitsmethoden, 
>, 2. H., 8. 599. 
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da8 auBer den schon erwahnten Spaltungsprodukten auch andere 
solche vorliegen miissen. Es geht einfach nicht, wie Steudel 
es fiir die Thymusnucleinsiure versucht hat, eine Formel zu 
vindizieren, die nicht mit dem tatsichlichen analytischen Mate- 
rial ibereinstimmt, aufzustellen. Nehmen wir fiir einen Augenblick 
an, da8 die Guanylsaiure nur aus 4 Mol. Guanin, 4 Mol. Pen- 
tose und 4 Mol. Phosphorsdéure bestehe. Zur Hydrolyse miissen 
dann mindestens 8 Mol. Wasser mitgewirkt haben. Folglich 
miiBte die Formel heiBen: C,,H,,N,,0, +- C,,H,,0,, + H,,P,0,, 
= C,,H,,N.,P,0,, — 8 H,O = C,,H,,.N,.P,0,.. Die elementare 
Zusammensetzung dieser Formel ist aber C 33,06°/,, H 3,86°/,, 
N 19,2°),, P8,53°/, gegeniiber den gefundenen Werten: C 34,2°/,, 
H 4,3°/,,N 18,0°/,, P8,0°/,. Steudels Befunde von 17,88°/, N 
und 7,52°/, P mit 1,5°/, N und 1,0°/, P weniger als die erste 
Formel es verlangt, sprechen, wie man sieht, gar nicht fiir diese, 
sondern fiir meine Elementarformel. Soweit ich sehe, laBt 
sich auch kaum eine wesentlich andere Formel aufstellen, die 
mit den analytischen Befunden iibereinstimmt. Es fragt sich 
dann weiter, welche rationelle Zusammensetzung die Guanyl- 
siure besitzt. Gefunden sind ca. 36 bis 37°), Guanin und 
40°/, Pentose, von der Phosphorsiure abgesehen. Fiir 4 Mole- 
kiile Guanin berechnet 39,17°/, und fiir 4 Molekiile Pentose die- 
selbe prozentische Menge. Wir kénnen also festhalten, daB die 
Guanylséure 4 Molekiile Guanin, 4 Molekiile Pentose, 4 Mole- 
kiile Phosphorsiiure enthalt. Zudem muB8 aber noch ein Be- 
standteil vorkommen. Aus der Elementarformel laBt sich weiter 
aussagen, da§ dieser stickstofffrei sein muB. Dagegen muB er 
C, H und O enthalten. 





Die Elementarformel ist = C,,H,,N,,P,0,, 
4 (Guanin -}- Pentose -+- Phosphorsaure) = C,,H,,N,,P,0,, 
Rest =C, H,, 0, 


Es bleibt also 1 C-Atom fiir jedes Guanin- resp. Pentose- 
molekiil iibrig. Es liegt dann nahe nachzusehen, ob hier nicht 
ein methyliertes Guanin oder eine Methylpentose vorliegen 
kann. Obwohl nach den Guaninanalysen héchst unwahrschein- 
lich, habe ich eine C-H-Bestimmung desselben (Rohguanin) aus- 
gefiihrt. Gefunden 38,4°/, C gegen berechnet 39,7°/,. Von einem 
Epiguanin kann also keine Rede sein. Ebensowenig war die 
Fucose-, bzw. Rhamnosereaktion positiv. Weiter war es denkbar, 
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daB eine Fettsiure oder ein Alkohol, z. B. Athylalkohol, vorliegen 
kénnte. Es wurden deswegen mehrere recht grofe Guanyl- 
siuremengen hydrolysiert und das Destillat untersucht. Mit 
vollig negativem Resultate (keine Jodoformreaktion, keine saure 
Reaktion). Es war weiter denkbar, daB eine Glucuronsaure 
vorliegen kénnte, die, weil mit Phosphorséure verbunden, bei 
der Hydrolyse in Xylose und Kohlensaure zerlegt wiirde. Eine 
Kohlenséureentwicklung findet aber nicht statt (Versuchsanord- 
nung wie bei der CO,-Bestimmung bei der Hydrolyse der Glu- 
curonsdure nach Tollens). Tatsachlich haben alle diese Unter- 
suchungen nur einen negativen Erfolg gehabt; sie zeigen, daB 
keine niedrigen Fettsiéuren, nicht Athylalkohol und Homologe 
und nicht Kohlenséure vorkommen kénnen. 

Dagegen bleibt die Méglichkeit offen, daB Methylalkohol 
gebildet werden kann, da dieser nicht mit Jod reagiert. Es 
ware denkbar, daB eine Methylgruppe in glykosidartiger Bin- 
dung mit der Pentose vorkame. Irgendwelcher Beweis hierfiir ist 
aber nicht geliefert, und das letzte Spaltungsprodukt der Guany]l- 
siure ist also noch unbekannt. 

Hierbei begegnen wir einer neuen Ubereinstimmung zwischen 
Guanylsaure- und Thymus-Spermanucleinsiure. Nach den Unter- 
suchungen von Miescher, Schmiedeberg, mir u. a. ist die 
Elementarformel C,,H,,N,,P,0,, mit 37,65°/, C, 15,42°/, N 
und 9,75°/, P. Nach Abzug der mit Stickstoff (in den Purin- 
und Pyrimidinbasen) verbundenen C-Atome bleiben 20 bis 21 C- 
Atome zuriick. Folglich mu8 auBer der Hexose, von der héchstens 
3 Molekiile vorkommen kénnen, auch eine andere C-haltige, 
aber N-freie Substanz vorhanden sein. Steudel]') hat 
zwar versucht, durch Aufstellung einer Formel mit 43 C- 
Atomen diese Schwierigkeit zu umgehen. Diese Formel stimmt 
aber nicht gut mit der elementaren Zusammensetzung (37,18°/, C 
anstatt 37,65°/,, 15,18°/, N — 15,42°/, und 8,94°/, P — 
9,75°/, P), und man ist nicht berechtigt, besonders von den 
von vielen Untersuchern gefundenen gut iibereinstimmenden 
P-Analysen ohne weiteres Abstand zu nehmen. 

Steudel*) hat ferner eine mit 57°/, Hexose iibereinstim- 
mende Lavulosemenge gefunden, wahrend die theoretische Zucker- 


1) Steudel, Zeitsehr. f. physiol. Chem. 53, 14, 1907. 
2) Steudel, Zeitschr. f. physiol. Chem. 56, 213, 1908. 
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menge 51,9°/, entspricht. Hierbei ist aber zu bemerken, da’ 
er das Atherextrakt ohne weiteres als Lavulinsiure berechnet 
und ferner die aus Rohrzucker gefundene Lavulinsiuremenge 
(34,8°/,) auf die Nucleinsiurehexose iibergefiihrt hat. Eine solche 
Berechnung ist aber so unsicher, daB man daraus kaum mehr 
schlieBen kann, als daB jedenfalls viel Zucker vorkommen mu8 — 
ob drei oder vier Molekiile ist unentschieden. 

Die Auffassung, da8 nur drei Molekiile Hexose in der 
Thymusnucleinséure vorhanden sind, findet eine Analogie in der 
Zusammensetzung der Tritikonucleinsiture von Osborne und 
Harris’), wo 3 Molekiile Pentose auf 4 P-Atome kommen. 
Da diese Nucleinsaéure auch sonst eine betrichtliche Ubereinstim- 
mung mit der Thymusnucleinséure zeigt (sie enthalt Guanin, 
Adenin, Cytosin und Uracil, Pentose und auBerdem noch 
eine N-freie, C-haltige Verbindung unbekannter Natur), 
so kann der Zuckergehalt uns zur Vorsicht mahnen, da8 man 
lieber das tatsichliche Analysenmaterial zugrunde legt, als die 
Formel allein nach der mehr unsicheren Quantitat der Spaltungs- 
produkte auifstellt. 

Durch die vorliegende Untersuchung ist erwiesen, daB die 
Guanylsaure eine Zwischenstellung zwischen der Inosinsiure und 
Thymusnucleinsiure einnimmt. Ihre Eigenschaften erinnern an 
die letztere, die Zusammensetzung an die Inosinsiure, obwohl 
sie doch etwas komplizierter zusammengesetzt ist als diese 
und wahrscheinlich ein gréBeres Molekulargewicht besitzt. Mit 
der Tritikonucleinsiure zusammen bilden sémtliche Nucleinséuren 
eine Reihe von der einfachen Inosinsdure iiber die Guanylsaure 
und Tritikonucleinséure zu der Thymusnucleinsiure. Aller Wahr- 
scheinlichkeit nach sind diese Glieder nicht die einzigen Re- 
prasentanten der Nucleinsiuren. Nach des Verfassers Erfahrung 
finden sich in den tierischen Organen auch andere. Be- 
sonders scheint es mir zweifelhaft, daB die sonst gefundenen 
Guanylsiuren mit der Pankreasguanylséure identisch sind. 
Bei der Untersuchung von diesen hat man vielleicht zu groBes 
Gewicht auf iibereinstimmende Verhiltnisse gelegt und dadurch 
die Unterschiede iibersehen. 


1) Osborne und Harris, Zeitschr. f. physiol. Chem. 36, 85, 1902. 
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Uber die Beziehungen zwischen Tumorzellen und 
Blutserum. 


Von 


Ernst Freund und Gisa Kaminer.') 


(Aus dem pathologisch-chemischen Laboratorium der k. k. Kranken- 
anstalt Rudolfstiftung, Wien.) 


(Eingegangen am 16. Mai 1910.) 


Wahrend die moderne Carcinomforschung sich hauptsich- 
lich um die pathologische Erscheinungsweise des Tumorengiftes 
kiimmert, liegen in bezug auf die Art und Weise der Disposition, 
die das eindringende Gift im Organismus findet, fast keinerlei 


Arbeiten vor. Es mu dies um so auffallender erscheinen, als 
nicht nur die medizinischen Erfahrungen aus Altester Zeit, 
sondern auch die Forschungen der neuesten Zeit an der An- 
nahme einer Disposition festzuhalten zwingen. Die Griinde 
der medizinischen Erfahrungen scheinen uns darin gelegen zu 
sein. daB trotz Jahrhunderte sichergestellter Beobachtung sich 
nicht das Vorurteil der Ansteckungsfahigkeit ausgebildet hat 
und auch die jiingere medizinische Literatur mit ihrem reichen 
Material an Carcinomoperationen keine sichergestellten Falle von 
Ansteckung meldet. Auch die modernen Impfstudien tiber 
Carcinom haben trotz ihrer iiberraschenden Erfolge doch immer 
wieder erkennen lassen, daB es bei einer bestimmten Spezies 
doch immer Tiere gibt, die einer Infektion Widerstand leisten. 
Die nachfolgenden Mitteilungen erstrecken sich nur auf 
Studien beziiglich des Einflusses, den das Serum carcinomfreier 
resp. carcinomatéser Individuen auf Tumorenzellen ausiibt. 


1) Vorlaufige Mitteilung: Sitzg. d. k. k. Gesellsch. d. Arzte in Wien 
vom 4. Marz 1910. Wiener klin. Wochenschr. 1910, Nr. 10. 
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Bedenkt man, mit welch erschreckender Raschheit Metastasen 
durch Zellverschleppung bei carcinomatisen Individuen zustande 
kommen k6énnen und vergleicht damit, wie andererseits in 
wenigen Tagen nach Impfung eines nuBgroBen Tumorstiickes 
in einen nicht disponierten Organismus derselben Tierspezies 
die Zellen total verschwunden sind, so liegt die Annahme nahe, 
daB in der Gewebsfliissigkeit der verschiedenen Organismen 
eminent carcinomzerstérende resp. -erhaltende Substanzen vor- 
handen sein miissen. 

Auf Grund dieser Vorstellung haben wir uns vorgenommen, 
Zellen von Tumoren unter méglichst sterilen Bedingungen der 
Einwirkung des Serums carcinomatéser und carcinomfreier Indi- 
viduen auszusetzen und dabei zu beobachten, ob und welche 
Veriinderungen zutage treten. 


Versuchsanordnung. 
a) Zellmaterial. 

Die Schwierigkeiten, die sich bei Beschaffung frischen 
Operationsmateriales boten, veranlaBten uns, die ersten Ver- 
suche mit Leichenmaterial vorzunehmen; ein Umstand, der, wie 
sich spater erwies, fiir unsere Versuche giinstig war, weil 
frisches Operationsmaterial der Gewinnung isolierter Zellen, wie 
wir sie brauchten, weit gréBere Schwierigkeiten entgegensetzte 
als Leichenmaterial. Die Tumoren, von denen nach fliichtiger 
mikroskopischer Untersuchung méglichst nicht degenerierte Stiicke 
zur Verwendung gelangten, wurden nach vorhergegangener Zer- 
kleinerung mit Schere und Messer in ein PreBtuch eingewickelt 
und unter Wasser mit einem Gehalt von 0,6°/, ClNa + 1°/, FlINa 
mit den Hinden gepreBt, wobei das Bindegewebe und die 
BlutgefaiBe zuriickblieben, wihrend die Zellen gréBtenteils un- 
geschaidigt durch die Poren des Tuches durchtraten. Aus der 
so erhaltenen Zellaufschwemmung wurden die Zellen durch 
Zentrifugieren gesammelt und mit einer 0,6°/,igen Kochsalz- 
lésung 2 bis 3mal gewaschen. Das zuletzt erhaltene Zentrifugat 
wurde in einem gleichen Volumen einer 0,6°/,igen Kochsalz- 
lésung aufgeschwemmt und die so erhaltene Zellaufschittlung 
durch Zusatz von FlNa auf einen Gehalt von 1°/, FINa ge- 
bracht. In einer Reihe von Fallen aber hat es sich gezeigt, 
daB durch das Waschen sowohl mit 0,6°/, iger als auch mit konzen- 
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trierter Kochsalzlésung, wie auch mit Lésungen mit schwefel- 
saurem Natron die Zellen agglutinierten, ja selbst zu gelatinésen 
Klumpen sich umwandelten; so da8 wir in solchen Fallen uns 
nur mit einer einmaligen Waschung begniigen muBten. Es 
hat sich gezeigt, daB dieser FlNa-Gehalt die Zellen bis zu 
3 Wochen ohne schadigende Wirkung aufbewahrt. In gleicher 
Weise haben wir uns Zellmaterial von Organen carcinomfreier 
Individuen verschafft. Bei diesen, oft an Blutkérperchen 
reicheren Zellpressaten geniigte eine einmalige Auswaschung 
mit destilliertem Wasser, um sich dieser stérenden Beimengung 
zu entledigen. 

Bei der Durchfiihrung dieses Vorgehens an Tumoren, die 
frisch durch Operation gewonnen waren, zeigte sich zu unsrer 
unangenehmsten Uberraschung, daB die Zellen nach kurzer Zeit 
verklebt waren, so da eine Zihlung derselben unméglich 
schien. Es gelang uns nicht, diese einer Gerinnung ilnlich 


sehende Erscheinung durch Hinzufiigen von oxalsaurem resp. 
citronensaurem Salz hintanzuhalten. 

Eine Wiederholung des Auspressens ergab nur eine sehr 
geringe Anzahl von Zellen, was sich um so unangenehmer be- 
merkbar machte, weil das Operationsmaterial gewéhnlich zell- 


armer Scirrhus war. Es war uns nicht méglich zu unter- 
scheiden, ob diese Erscheinung als allgemeine Eigenschaft jedes 
operierten Materials aufzufassen sei oder auf Rechnung des 
histologischen Baues, der uns zur Verfiigung gestandenen platten- 
epithelialen histologischen Form zu setzen sei. — Der Versuch, 
Operationsmaterial etwas langer liegen zu lassen, fiihrte zu 
keinem giinstigeren Resultat; doch erhielten wir bei einem 
operierten Magencarcinom durch besonders langes Waschen mit 
ClNa sehr verwendbare Zellen. 


b) Serum. 

Das Serum wurde teils von Leichen, teils von Lebenden 
auf die iibliche Weise gewonnen. Hie und da haben wir das- 
selbe zur besseren Konservierung bei spateren Versuchen mit 
einem Zusatz des */,, Volumens einer 5°/,igen Fluornatrium- 
lésung versetzt. 

Nachdem wir anfangs fiir unsere Versuche Glascapillaren 
verwendet hatten, haben wir schlieBlich kleine Eprouvetten mit 
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Gummistépsel benutzt und zunachst 10 Tropfen Serum und 
1 Tropfen Zellaufschiittlung vermischt, 1 Tropfen einer 5°/, igen 
FiNa-Lésung zugefiigt und gut gemischt; in 1 Trépfchen dieser 
Mischung wurden in der Thoma-ZeiBschen Zihlkammer die 
Zellen gezihlt, die Eprouvette samt Inhalt auf 24 Stunden in 
einem Brutschrank bei 40° stehen gelassen und eine abermalige 
Zahlung vorgenommen. 

Unser Wunsch, die Einwirkung des Serums auf die 
Carcinomzellen zu untersuchen, lieB es notwendig erscheinen, 
die Zellen nicht nur qualitativ zu priifen, sondern auch deren 
Zahl zu bestimmen; mit Riicksicht darauf haben wir die 
Mischung so gewahlt, daB eine Zahlung in der Thoma- 
ZeiBschen Zahikammer leicht méglich war. Sehr praktisch 
erwies sich die Mischung, wenn in einem grofen Quadrate 
ca. 20 Zellen zihlbar waren. 

Bei einer Reihe von Versuchen hat sich sogar gezeigt, 
da8 ein Mehr an Zellen von ungiinstigem Erfolg fiir den Ausgang 
des Versuches ist. Eine Serummenge, die mit 40 Zellen ein nega- 
tives Resultat gab, ergab mit 20 Zellen ein positives Resultat. 

Fir die Beantwortung dieser Frage war es daher besonders 
wichtig, daB der Inhalt der Eprouvette wahrend des Versuches 
keiner zufalligen Anderung in bezug auf die Konzentration 
unterliege. 


Versuche mit Serum nicht carcinomatéser Individuen. 


Schon die ersten Versuche, die wir mit ,,carcinomfreiem‘‘ 
Serum ausfiihrten, haben das interessante Resultat gezeigt, daB 
die Mehrzahl der Zellen zugrunde ging. Mit Riicksicht darauf 
muBte zunidchst festgestellt werden, ob diese Zellen nicht bei 
40° auch ohne Zusatz von Serum zugrunde gehen. Wir haben 
daher die Zellaufschiittlung mit der entsprechenden Menge 
einer 0,6°/,igen Kochsalzlésung, die 0,3°/, FINa_ enthielt, 
24 Stunden der Bruttemperatur ausgesetzt und konnten kon- 
statieren, daB dabei die Zahl der Zellen nicht im geringsten 
abnahm. 

Wir haben dann das Serum auf 55° erhitzt und ebenfalls 
konstatieren kénnen, daB die Zellen in diesem Serum unver- 
aindert blieben. Durch diese Versuche war uns klargestellt, 


daB das Serum nicht carcinomatéser Individuen eine koktolabile 
Biochemische Zeitschrift Band 26. 21 
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Substanz enthalte, die imstande ist, carcinolytisch zu wirken. 
Um so wichtiger muBte es uns erscheinen, da die Versuche, 
die mit Carcinomserum und demselben Carcinommaterial an- 
gestellt wurden, ergaben, daB die Zellen nach 24stiindigem Ver- 
weilen im Brutofen an Zahl nicht abgenommen hatten. Mit 
Riicksicht auf dieses Resultat haben wir unser urspriingliches 
Programm dahin geandert, daB wir nicht so sehr auf die histo- 
logischen Veranderungen, sondern hauptsachlich auf die quanti- 
tativen Anderungen Riicksicht nahmen. 

Die nachste Frage, die sich uns aufdringte, war danach 
gerichtet, ob das vom Normalen abweichende Verhalten des 
Carcinomserums sich etwa nur bei einer bestimmten histologischen 
Form des Carcinoms zeigt oder auch bei verschiedenen Formen. 


Tabelle I. 
Tabelle tiber das Verhalten eines Carcinommaterials gegeniiber ver- 
schiedenen ,,carcinomatésen“ resp. ,,carcinomfreien“ Seris. 





»Carcinomatiése’ Sera »,Carcinomfreie“* Ser 
—_ | ! — =m! @ | ! 7] | 
c Bh ie | 21S SiS _ i) 8 = 
: E a F2sts sel sleizae 2/2! |" 
Zellmaterial S| ¢4 Sissies 535/918 $8 43/% g| $= 
|B) Se ele /2 gg] Si Siee1 8) 2) 5/5 
isla éHlé4 o13| g/28)% 8 | Bs 
SlSimaig OP P| aisielim-iziél |e 
nape amen Bie ion TE ee EE he ond 
Carcinommetastase ‘ . - 
: b 
von Leber (Ca. VI) leibt erhalten wird zerstért 








Es ergibt sich demnach, da® tatsichlich ein und dasselbe 
Carcinommaterial den verschiedenen ,,carcinomatésen‘ resp. 
,carcinomfreien“‘ Seris gegeniiber dasselbe Verhalten zeigt. 

Nach diesen Feststellungen wurden Untersuchungen ange- 
stellt iiber das Verhalten der Sera gegeniiber normalen Zellen. 
Wir haben als Typus normaler Zellen Leberzellen gewahlit und 
diese in der friiher beschriebenen Weise mit 

a) Serum carcinomatéser Individuen, 

b) Serum carcinomfreier - gepriift. 

Wie aus den Tabellen II und III ersichtlich ist, werden 
Leberzellen weder von dem Serum carcinomatéser noch carcinom- 
freier Individuen angegriffen. 

Es sei besonders darauf hingewiesen, daB in den obigen Ver- 
suchen nicht das eigene Serum auf seine Zellen zur Einwirkung 
gebracht wurde, sondern stets das Serum fremder Individuen. 
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Fiir die Auffassung des von uns mit besonderem Interesse ver- 
folgten Verhaltens des normalen Serums gegeniiber Carcinom- 
zellen hatten diese Versuche eine ganz besondere Bedeutung, 
weil sie alle Annahmen, daB es sich um autolytische oder hetero- 
lytische Prozesse handle, iiberfliissig machten und_schlieBen 
lieBen, daB das Auflésungsvermégen fiir Tumorzellen eine ganz 
spezifische Eigenschaft des normalen Serums sei. Wiirde der 
Vorgang auf einer Autolyse beruhen, dann miiften auch die 
normalen Zellen angegriffen werden. Da aber speziell Carcinom- 
zeilen zur Lésung gebracht wurden, muBte man an eine von 
der Autolyse unabhangige Fahigkeit denken. Und es entstand 
dabei die Frage, ob das beobachtete Ergebnis der Zellzerstérung 
die Folge einer besonderen zerstérenden Kraft des Serums oder 
einer speziellen Labilitét der Zellen sei. 

Wenngleich man fiir den ersten Augenblick das Zerfallen 
der Tumoren auf die Erscheinung der Labilitat des Carcinom- 
tumoren zuriickfiihren méchte, haben wir doch mit Riicksicht 
auf das Erhaltenbleiben der Carcinomzellen im Carcinomserum 
gegeniiber annehmen zu miissen geglaubt, daB die Lésung der 
Zellen auf eine besondere Wirkung des Serums zuriickzufiihren sei. 

Einen bestimmten Nachweis fiir diese Annahme erhielten 
wir durch die Versuche, daB Serum, das durch Erhitzen auf 
60° inaktiviert ist, unter gleichen Verhaltnissen wirkungslos ist. 


Tabelle II. 


Tabelle iiber die Wirkung ,,carcinomfreier“ Sera auf Leberzellen 
carcinomatéser und nicht carcinomatéser Individuen. 





: , Leberzellen Carcinoma- 
Leberzellen Carninomfreier 


. toser 

_~ \Nephri-| Pneu- | Tuber- |Ca. v | 
Cirrhose|°Pa™ | FneU- | duber- Wa Ven- o. uteri Ca. recti 

| tis | monie | kulose | triculi | 
Nephritis |zerstdért zerstért zerstort zerstoért zerstirt 
nicht | nicht | nicht nicht ' nicht 

Schlaganfall |zerstért zerstort Resultat 

nicht | nicht | zweifelh.| 

Pneumonie zerstort zerstért 


| nicht ; nicht 


Empyem _ |zerstért 


| | zerstort 
(Leiche) nicht nicht ' 
Nephritis | zerstért ‘zerstort zerstort 
(Leiche) nicht nicht nicht 











318 E. Freund und G. Kaminer: 


Tabelle III. 
Tabelle iiber die Einwirkung ,,carcinomatéser** Sera auf Leberzellen 
Carcinomatéser und nicht Carcinomatdser. 





Leberzellen carcinomfreier Leberzellen carcinomatéser 


2 Patienten Patienten 

eera - ° 

Pneumo- ; Ca. ventri- 
Cirrhose 


- : Ca. uteri Ca. recti 
nie culi 


Nephritis 


Ca. ventri-| zerstort zerstért zerstort 
culi op. nicht nicht nicht 
Ca.mamae zerstort zerstort | zerstort 
op. nicht nicht nicht 
Ca. ventric. zerstort 
(Leiche) nicht 
Ca.mamae] zerstért 
op. nicht 
Ca. ventric. zerstort 
(Leiche) nicht 
Ca.hepatis zerstort 
(Leiche) nicht 
Ca.mamae zerstort zerstort 
op. nicht nicht 








Nach dieser Feststellung haben wir das Verhalten des carci- 
nomatésen Serums normalen Zellen gegeniiber studiert. 

Diese Untersuchung hat sich ebenfalls in zwei Teile geteilt, 
da es sich einerseits um die Einwirkung auf Leberzellen nicht 
carcinomatéser, andererseits carcinomatoéser Individuen handelte. 

Rekapitulieren wir, so ergibt sich, da8 Serum nicht Carci- 
nomatéser in seiner Wirkung auf Zellen sich vom Serum Carci- 
nomatéser unterscheidet. 





Zellen Sera carcinom- Sera carcinoma- 
freier Patienten téser Patienten 
o bleiben erhalten — 


Ff ¢ ‘a. - Zellen 
Leberzellen von carcinoma- bleiben erhalten | bleiben erhalten 
tésen Individuen 


Leberzellen von carcinom- bleiben erhalten bleiben erhalten 
freien Individuen 





Auf Grund dieses Verhiltnisses haben wir nun versucht, 
den Trager dieser Eigenschaften zu isolieren. 

Zunachst haben wir uns tiberzeugt, daB die Substanz nicht 
dialysabel ist. 

Bei der Fiillung des Serums mit der doppelten Menge 
Alkohol fand sich die wirksame Substanz im Alkoholnieder- 
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schlag und bei einem Versuch der EiweiB{fraktionierung haupt- 
sichlich in der Albuminfraktion. Wir haben dann versucht, 
die wirksame Substanz von den Eiweifkérpern zu isolieren. 
Schon der erste Versuch, diese Substanz mit Ather aus 
dem Serum zu extrahieren, zeigte ein sehr giinstiges Resultat. 
Der Atherriickstand mit einer 1°/, igen Na,CO,-Lésung aufge- 
schiittelt, zeigte nicht nur tiberhaupt zerstérende Wirkung auf 
Zellen, er repriasentierte, wie sich bei geniigender Verdiinnung 
zeigte, fast die ganze zerstérende Wirkung, die die entsprechende 
Serummenge hatte, wahrend das ausgeschiittelte Serum fast 
gar keine Wirkung auf die Zellen auBerte. Wir haben uns selbst- 
verstandlich tiberzeugt, daB die verwendete Na,CO,-Lésung in den 
obigen Fallen ohne zerstérende Einwirkung auf die Zellen war. 
Die weiteren Versuche, die Substanz zu isolieren, haben 


zunachst gezeigt, da®B der Atherriickstand sowohl an ClNa- 
Lésung, als auch an Na,CO,-Lésung Substanzen abgibt, die 
keine zellzerstérende Kraft besitzen, wahrend die bei den 
Emulsionen solcher Lésungen an der Oberflache der Mischung 
schwimmenden fettigen Trépfchen, abfiltriert und wieder mit 
Na,CO,-Lésung emulgiert, die zerstérende Wirkung zeigten. 


Man kann daraus wohl schlieBen, daB8 Spuren von Seifen und 
Fettsaéuren, die im Atherextrakte vorhanden sein mochten, an 
der zellzerstérenden Wirkung unbeteiligt seien. 

Die weiteren Untersuchungen bezogen sich darauf, ob die 
derzeit bekannten Bestandteile der Lipoidsubstanz : Lecithin, 
Cholesterin usw., qualitative oder quantitative Anderungen zeigen. 
Zu diesem Zwecke wurden Blutserum von _ ,,Carcinomfreien‘ 
und ,,Carcinomatésen“ folgender Behandlung unterzogen: Von 
gleichen Quantitaéten Seris wurde durch Ausschiitteln mit Ather 
der Atherextrakt gewonnen, der gréBte Teil des Athers abge- 
dunstet und zu der restierenden, nun konzentrierten Lésung 
das 3 bis 4fache Volumen Aceton zugesetzt. Wahrend beim nor- 
malen Serum ein deutlicher Niederschlag entstand, zeigte sich 
beim Carcinomserum nur eine leichte Opalescenz. Die Fil- 
trate wurden eingedampft, verseift und wieder mit Ather aus- 
geschiittelt; Cholesterinreaktion mit diesen Atherausziigen zeigte 
die gleiche Starke. Es ergab sich also bei gleichem Chole- 
steringehalt ein verminderter Lecithingehalt des Carci- 
nomserums gegeniiber dem ,,carcinomfreien“ Serum. 
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Weitere Versuche haben gezeigt, daB sich auch aus Pferde- 
serum durch Atherextraktion eine solche zellzerstérende Sub- 
stanz darstellen laBt. 

Mit der Feststellung des Mangels dieser Substanz im Serum 
Carcinomatéser erschien uns der Gegensatz im Verhalten der 
Sera gegeniiber Carcinomzellen noch nicht véllig klargestelit. 
Es wire mdéglich gewesen, da8 nicht nur eine zerstérende 
Substanz fehlt, sondern auch eine schiitzende Substanz vor- 
handen ist. 

Fiir den Nachweis einer solchen schiitzenden Substanz war 
es naturgemaB notwendig, zerstérende Substanzen in kleinen 
Dosen auf die Zellen einwirken zu lassen. Fiir die Erzeugung 
solcher kleinen Dosen war uns ein Serumverdiinnungsversuch 
sehr behilflich. Es hatte sich naimlich gezeigt, da8 normales 
(resp. carcinomfreies) Serum zur Halfte verdiinnt werden kann, 
ohne daB die zerstérende Wirkung erlischt. Wir haben nun ver- 
sucht, normales Serum statt mit ClNa-Lésung mit Carcinomserum 
zu verdiinnen, und dabei fanden wir, daB die zerstérende Wirkung 
schon bei einer Mischung von 2 Teilen Carcinomserum mit 3 Teilen 
normalem Serum erloschen war. Wir miissen daher den SchluB 
ziehen, daB das Carcinomserum auch eine aktive zellschiitzende 
Substanz enthalt. Weitere Versuche haben gezeigt, daB diese 
zellschiitzende Substanz durch Alkohol zu fallen ist und dieser 
Fallung durch Na,CO, entziehbar ist, daB dicse Substanz an 
der Euglobulinfraktion hangt und in Ather unldslich ist. Zur 
Erklirung dieses Phinomens seien noch Versuche angefiihrt, 
bei denen wir Serum von Carcinomatésen resp. von Carcinom- 
freien mit Kochsalzextrakten von Tumoren vermischten. Bei 
diesen Versuchen ergab sich nun tatsiachlich darin ein prignan- 
ter Unterschied, daB das Carcinomserum mit diesen Lésungen 
Pracipitate ergab, wahrend carcinomfreie Sera klar blieben. 

Gleichzeitig mit dem Bestreben der Isolierung haben wir 
an einer ziemlich groBen Anzahl von Blutproben festzustellen 
versucht, ob sich das differente Verhalten des Serums ,,Carci- 
nomatéser*‘ resp. ,,Carcinomfreier“ zu diagnostischen Zwecken 
verwenden abt. 

Bei der Durchfiihrung dieser Versuche haben sich eine 
Reihe von Schwierigkeiten ergeben, die sich sowohl auf die 
Zellen, als auch auf das Serum beziehen. 
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A. Material. 

Nicht jedes Carcinommaterial ist fiir diese Versuche prak- 
tisch verwendbar. Besonders schlecht zu gebrauchen sind scir- 
rhése Formen sowie medullir erweichte Massen. Als gut ver- 
wendbar haben sich Randpartien medullarer Formen erwiesen, 
die noch wenig degenerirte Zellen enthielten, da diese beim 
Durchpressen der Zellen zu viel Detritus erzeugen und die 
Zahlung ungenau machen. AuBerdem erscheint es empfehlens- 
wert, die Tumoren méglichst bald nach dem Tode zu ent- 
nehmen und rasch zu verarbeiten. Es hat den Eindruck ge- 
macht, daB in einzelnen Fallen, wo dies nicht beachtet wurde, 
stérende autolytische Vorgainge zu beobachten waren. Es er- 
schien uns daher nétig, bei der Priifung eines Serums 3 Proben 
aufzustellen, und zwar mit dem zu untersuchenden Serum mit 
normalem Serum und mit physiologischer Kochsalzlésung. 


B. Serum. 


Das Serum soll frisch sein, erhalt aber seine Wirkung in 
der Kalte durch ca. 8 Tage, wahrend es der Zimmertemperatur 
ausgesetzt in 1 bis 2 Tagen seine Wirkung verliert. Ein Gehalt 


von FiNa bis 0,5°/, schadet dem Serum nicht. 

Es ist auch zweckmafig, das Blut einige Stunden nach 
der Gewinnung stehen zu lassen, weil sonst Spatgerinnungen 
einer Zellzihlung hinderlich waren. 

Zur Verwendung kam sowohl Blut Lebender als auch 
Leichenblut, und wie folgende Tabelle (V) zeigt, lést das Serum 
carcinomfreier Individuen Carcinomzellen, wihrend Carcinom- 
serum diese Zellen unverandert |aBt. Doch sei dabei erwahnt, 
daB in vier Fallen das Resultat nicht iibereinstimmte insofern, 
da8 das Blut eines Ekzematésen und eines Tuberkulésen Carci- 
nomzellen nicht zerstérte, wahrend zwei Carcinomsera Carcinom- 
zellen, wenn auch unvollistandig, zerstérten. 

Fassen wir unsere Ergebnisse kurz zusammen, so ergibt sich: 

A. Das Serum carcinomfreier Individuen zerstért die 
Carcinomzellen, l48t aber sowohl die Organzellen Carcinoma- 
téser als Carcinomfreier unverandert. Der Triiger dieser Wir- 
kung ist eine Substanz, die 

1. nicht dialysabel ist, 

2. durch Alkohol fallbar, 
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Tabelle 


t = Zerstén 
— = erhakt 





Zellmaterial 


Magen-Ca. 


Carcinom I. 
Driisenmetastase 
(Leiche) 

Ca. II. 
Lebermetastase 
(Leiche) 

Ca. IIL 
Driisencarcinom 
(Leiche) 

Ca. IV. 
Magencarcinom 
(Leiche) 

Ca. V. 
Driisenmetastase 

(Leiche) 
Ca. VI. 
Metastase in der 
Leber (Leiche) 
Ca. VII. 
Magencarcinom 
(Leiche) 
Ca. VIII. 
Rectumcarcinom 
(Leiche) 
Ca. IX, 
Magencarcinom 
(operiert) 
Ca, X. 
Driisenmetastase 
(Leiche) 
Ca. XI. 
Carcinoma uteri 
(Leiche) 
Ca. XII. 
Carcinoma oeso- 
phagi (Leiche) 
Ca. XIII. 
Lebercarcinom 
(Leiche) 
Ca. XIV. 
Driisenmetastase 
(Leiche) 





(lebend) 


Magen-Ca. 


(Leiche) 


Mama-Ca. 


(lebend) 


Epitheliom 


~ Mama-Ca. 
(lebend) 


Carcinomsera. 


| 
} 


(lebend) 
(Leiche) 
(lebend) 
(lebend) 
(Leiche) 

weiche) 
Ca. uteri 
(lebend) 


( 


Ca. ovarii 


Uterus-Ca. 
(lebend) 
Epitheliom 
Uterus-Ca. 
||Oesophagus - Ca. 
Mama-Ca. 
(lebend) 


lo 
| 
| 


| 
| 


Nephritis akut | 


(lebend) 
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3. durch Erhitzen auf 55° zerstérbar, 

4. in Ather léslich, 

5. nach Entaétherung in Alkohol ldslich ist. 

Der Atherextrakt kann mit Kochsalzlésung gewaschen werden. 

(Zellen allein in 1°/,igen ClNa-, FiNa- und 0,1°/, igen 
Na,CO,-Lésungen halten sich eine Zeitlang ungeschidigt.) 

6. Ein Zusatz von 1°/, FINa hemmt die zerstérende Wir- 
kung nicht. 

7. In einer Verdiinnung mit 2 Teilen Serum, 3 Teilen 
0,6°/, iger CINa-Lésung ist die zerstérende Wirkung aufgehoben. 

8. Auf die Halfte verdiinnt, behalt das Serum seine zer- 
stérende Kraft. 

B. Das Serum carcinomatéser Individuen zerstért 
Carcinomzellen nicht, la6t aber auch die Organzellen Carci- 
nomatoéser, als auch Carcinomfreier unverandert. 

1. Der Atherextrakt des Carcinomserums zeigt keine zer- 
stérende Wirkung auf Zellen; die zerstérende Substanz ist nicht 
nachweisbar. 

2. Die erhaltende Komponente scheint eine aktive Sub- 
stanz zu sein, da das Carcinomserum die zellzerstérende Wirkung 
des normalen Serums aufzuheben vermag. 

Wir sind weit davon entfernt, ein abschlieBendes Urteil 
zu fallen, dennoch haben wir uns zur Publikation entschlossen, 
um an einem grdBeren Material die Verwendbarkeit unserer 
Beobachtungen nachpriifen zu kénnen. Unsere weiteren Ver- 


suche werden sich darauf erstrecken, inwieweit die gefundenen 
Resultate eine Disposition darstellen. 





Uber eine einfache Darstellung von reinem Cyanamid. 
Von 
Fritz Baum. 


(Aus der chemischen Abteilung des Tierphysiologischen Instituts der 
Landwirtschaftlichen Hochschule, Berlin.) 


(Eingegangen am 29. Mai 1910.) 


Durch seinen, bereits von seinen Entdeckern beobachteten 
leichten Ubergang in Harnstoff hat das im Jahre 1851 von 
Cloez und Canizzaro') aufgefundene Cyanamid sogleich das 
lebhafte Interesse der physiologischen Chemiker erweckt. Wenn 
auch Spekulationen iiber die Rolle, die es als Anhydrid des 
Harnstoffs im Stoffwechsel spielen kénnte™), sich als nicht stich- 
haltig erwiesen haben, so wurden dafiir durch Arbeiten von Bau- 
mann”) und insbesondere durch die klassischen Untersuchungen 
von Drechsel’®) die genetischen Bezichungen zwischen beiden 
K6érpern und der Carbaminsiiure, als deren Amid und Nitril 
beide erscheinen, genau festgestellt, ebenso das interessante che- 
mische Verhalten des Cyanamids und neue Darstellungsmethoden 
desselben aufgefunden. Anderseits gelang mit seiner Hilfe durch 
die Strecker-Vollhardsche*) Methode die glainzende Synthese 
des Kreatins, zu der sich die Synthese des Guanidins von Erlen- 
meyer’) gesellte. Diese Brauchbarkeit des Cyanamids fiir syn- 
thetische Zwecke gewinnt besonders an Bedeutung, da ja spiter 
auch unter den Spaltungsprodukten des KiweiBes direkt ein Ab- 


1) Compt. rend. 32, 62; Ann. 78, 223, 1851. 

1a) Vgl. Nencki, Ber. 5, 893. 

2) Ber. 6, 1373; 8, 709. 

3) J. pr. Ch. [2], 11, 284; 16, 207; 21, 77. 

4) Strecker, Compt. rend. 52, 1212. — Vollhard, Sitzungsber. 
d. Miinch. Akad. 2, 472, 1868. 
5) Annal. 146, 258. 
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kémmling des Guanidins, das Arginin, aufgefunden worden ist, 
und es unterliegt kaum einem Zweifel, daB bei den zurzeit in 
ausgedehntem MaBstab gepflegten Versuchen iiber Synthese und 
Verkuppelung von Aminosiuren dem Cyanamid noch die Rolle 
eines sehr niitzlichen Werkzeugs zufallen diirfte. 

Eine einfache, sichere und wohlfeile Darstellung desselben, 
wie sie im folgenden beschrieben werden soll, diirfte deshalb 
manchem willkommen sein. Es wird aber auch vielleicht von 
Nutzen sein, zuvor eine kritisch gesichtete, gedrangte Uber- 
sicht iiber die bekannten Darstellungsmethoden und das che- 
mische Verhalten des Cyanamids zu geben, dessen genaue. 
Kenntnis nicht nur bei seiner Bereitung, sondern auch bei 
seiner Verwendung zu synthetischen Zwecken sorgfaltig im Auge 


zu behalten sein wird. 

Cloez und Canizzaro?) erhielten das Cyanamid durch Wechsel- 
wirkung zwischen Ammoniak und Chlorcyan in atherischer Lésung in 
vorziiglicher Reinheit als farblose, luftbestandige, in Wasser, Alkohol, 
Ather sehr leicht lésliche Krystalle vom Schmelzpunkt 40°, die beim Er- 
hitzen auf etwa 150°, sowie beim Eindampfen der wisserigen Lésung, 
besonders unter Zusatz von etwas Alkali, sich in das dimere Dicyandiamid 
verwandelten, und die durch Einwirkung von etwas Salpeterséure auf die 
atherische Lésung Harnstoff gaben. Beilstein und Geuther?) beobach- 
teten dann die Bildung von Cyanamid beim Erhitzen von Natriumamid 
im Kohlensaéurestrom, konnten es aber nicht isolieren, sondern nur durch 
die charakteristische, von ihnen entdeckte, in verdiinnter Salpetersiure 
leicht lésliche, in Ammoniak fast unlésliche gelbe Silberverbindung 
Ag,N.CN nachweisen. Drechsel®) zeigte sodann, dab bei dieser Reaktion 
zuerst carbaminsaures Natrium entsteht, das beim Erhitzen unter Wasser- 
abspaltung in cyansaures Natrium iibergeht, und daB dieses sodann mit 
weiterem Natriumamid unter neuerlicher Wasserabspaltung Cyanamid- 
natrium liefert: NH,COONa —» NCONa; NCONa -+- NH,Na = H,O 
--CN.NNa,. Letztere Reaktion lai8t sich direkt mit gutem Erfolg aus- 
fiihren. Der Zerfall der carbaminsauren Salze beim Erhitzen in isocyan- 
saure Salze ist ganz allgemein. Mit Ausnahme der beim Erhitzen be- 
standigen Alkalisalze gehen aber die anderen isocyansauren Salze bei 
weiterem Erhitzen unter Kohlensaureabspaltung in die sehr bestandigen 
Erdalkalicyanamide iiber: Ca(NCO), = CO,-+-CaN.CN. Nach Drechsel*) 
zerfallen diese zweiwertigen Erdalkali- und Alkalicyanamide mit Wasser 
sofort in freies Alkali und die einwertigen Salze NaHN.CN resp. 


"Le. 

2) Annal. 108, 93. 

3) J. pr. Ch. [2] 16, 203. 

4) J. pr. Ch. [2] 11, 307; 21, 77. 
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Ca(HNCN).,, und sind auf nassem Wege nicht darstellbar; dagegen geben 
Cyanamidlésungen mit Silber-, Kupfer-, Blei- und Quecksilbersalzen aus- 
schlieBlich die zweiwertigen Metallverbindungen Me,N . CN. 

Da die bei der Herstellung von Sulfoharnstoff durch Erhitzen von 
Rhodanammonium resultierenden Riickstinde nach Vollhard auf cyan- 
saures Kalium verarbeitet werden kénnen, eignen sie sich nach Drechsel') 
auch direkt zur Gewinnung von Cyanamid durch Gliihen mit Kalk. 
Ahbnlich entsteht Caleiumcyanamid beim Gliihen von Harnstoff und zahl- 
reicher anderer Verbindungen mit der Gruppe —NCO mit Kalk, eine 
Reaktion, die durch den sehr empfindlichen Nachweis mittels der Silber- 
probe mit Zentigrammen, selbst Milligrammen Substanz ausfihrbar ist 
(Emich).?) 

Die lange vergeblich versuchte direkte Wasserentziehung*) aus Harn- 
stoff unter Cyanamidbildung gelingt nach Fenton*) durch Erhitzen mit 
Natrium und soll befriedigende Ausbeuten liefern. Nach Moureu®) 
wirkt Thionylchlorid heftig auf Harnstoff ein, und es ]4Bt sich Cyanamid 
im Reaktionsprodukt durch die charakteristischen Schwermetallsalze 
nachweisen; als Darstellungsmethode kommt dies wohl nicht in Betracht. 

Viel leichter als das Wasser aus Harnstoff la6t sich Schwefelwasser- 
stoff aus Thioharnstoff abspalten. Der Entdecker desselben, Reynolds, 
erhielt dabei Harnstoff, A. W. Hoffmann®) Dicyandiamid, das er aber als 
sekundares Produkt aus dem zuerst gebildeten Cyanamid ansah. Bau- 
mann’) fand den leichten Ubergang des Cyanamids durch Einleiten von 
Schwefelwasserstoff in seine atherische Lésung in Thioharnstoff, und be- 
wies, daB dieser beim Entschwefeln mit Quecksilberoxyd in alkoholischer 
Lésung in Cyanamid ibergeht. Die Isolierung des letzteren gelang Voll- 
hard’), der zeigte, daB die Entschwefelung noch besser in wisseriger 
Lésung sich vollzieht, und daB aus dieser Lésung, der das Cyanamid 
wegen seiner enormen Léslichkeit durch Ausithern, auch nach Siattigen 
mit Natriumsulfat, nicht entzogen werden kann, durch rasches Lin- 
dampfen unter Zusatz von etwas Essigsiure bis zum Erstarren einer 
Probe beim Abkihlen reines Cyanamid gewonnen wird, das durch Um- 
lésen aus Ather von den stets gebildeten geringeren oder griBeren 
Mengen Dicyandiamid befreit wird. Diese Methode hat lange Zeit das 
Laboratorium beherrscht. AuSer einigen unwesentlichen Abanderungs- 
vorschlagen *) ist von Traube?°) besonders der Zusatz von wenig Rhodan- 


1) J. pr. Ch. [2] 21, 79. 

2) Monatsh. f. Chem. 10, 332. 

3) Weltzien, Annal. 107, 219. — Drechsel, J. pr. Ch. [2] 11, 288. 
#) Journ. of Chem. Soc. 41, 262, 1881. 

5) Bull. de la soc. chim. [3] 11, 1068. 

6) Ber. 2, 605. 

7) Ber. 6, 1375. 

8) Ber. 7, 101. 

®) Mulder und Smith, Ber. 7, 1636, 

10) Ber. 18, 461. 
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ammon zum Thioharnstoff empfohlen worden. Eine wesentliche Schatten- 
seite des Verfahrens liegt darin, daB, wie Drechsel!) und Praetorius?) 
ibereinstimmend angeben, die erhaltene reine Cyanamidlésung beim Ein- 
dampfen aus uniibersehbaren Griinden nicht selten iiberwiegend oder fast 
ausschlieBlich das Polymerisationsprodukt liefert. Aus diesem Grunde 
hat der Vorschlag von Walter®) , die Entschwefelung in alkalischer Lésung 
mit Bleiacetat auszufiihren, keinen Wert, da die Isolierung durch das in 
der Lésung vorhandene Kaliumacetat ohne sonstigen Vorteil entschieden 
erschwert wird. Ein weiterer Nachteil der Vollhardschen Methode liegt, 
wie Pelizzari*) erkannt hat, in der bedeutenden Fliichtigkeit des Cyan- 
amids mit Wasserdimpfen, die bei dem Eindampfen der Lésung zu an- 
sehnlichen Verlusten fiihrt. Wenn trotzdem die Vollhardsche Methode 
der Methode von Cloez und Canizzaro bei weitem vorgezogen wurde, 
so lag dies nur an der groBen Schwierigkeit und Unannehmlichkeit, die 
die Bereitung und das Arbeiten mit dem Chlor- oder Bromcyan be- 
dingte. Da es aber gar keine Schwierigkeiten macht, sich rasch und in 
jeder beliebigen Menge eine itherische Bromcyanlésung zu bereiten, in- 
dem man das bekannte Schollsche Verfahren, Zutropfen einer konzen- 
trierten Cyankaliumlésung zu Brom, dadurch modifiziert, daB man mit 
einer verdiinnten Lésung arbeitet und das Bromcyan ausithert®), verlangt 
das urspriingliche Darstellungsverfahren von Cloez und Canizzaro 
sicher wieder erhéhte Beriicksichtigung. Wie schon Drechsel®) beob- 
achtet hat und durch Beobachtungen von Kaess und Gruszewicz’) bei 
der Umsetzung von Chlorcyan mit Methylamin sich bestitigt, entsteht 
bei dieser Reaktion in geringer Menge auch Guanidinsalz, das sich mit 
dem Ammoniumsalz abscheidet. 

Nach Praetorius-Seidler®) vermag Cyanamid unter Ubergang 
in Harnstoff wasserentzichend zu wirken; beim Erhitzen mit Ameisen- 
siure zerfallt diese in CO und H,O; Milchséure geht in das Anhydrid 
iiber, eine alkoholische Salicylsdéurelésung bildet beim Erhitzen mit Cyan- 
amid, das dabei in Harnstoff iibergeht, Salicylsiureester. Mit starken 
organischen Sauren entstehen die entsprechenden Harnstoffsalze, die zum Teil 
unter weiterer Wasserentziehung in Acidylharnstoffe iibergehen kénnen®). 

Abgesehen von noch einigen speziellen Bildungsweisen des 
Cyanamids bei gewissen Spaltungsreaktionen '°), stehen aber heute 

1) J. pr. Ch. [2] 11, 298. 

2) J. pr. Ch. [2] 21, 129. 

3) J. pr. Ch. [2] 54, 510. 

4) Gaz. chim. ital. 21, 332.° 

5) F. A. Baum, Ber. 41, 523. 

8) J. pr. Ch. [2] 8, 328. 

7) Ber. 35, 3598. 

8) J. pr. Ch. [2] 21, 129. 

®) F. Baum, Ber. 41, 525. 

10) Vgl. Tiele, Ann. 273, 136. — Freund und Schander, Ber. 29, 
2500. — Fromm, Ber. 42, 3804. 
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fiir die Gewinnung des Cyanamids sowohl im Cyanamidnatrium 
als im Kalkstickstoff fertig gebildete, wohlfeile Cyanamidverbin- 
dungen zur Verfiigung, bei denen man behufs Gewinnung des 
Cyanamids eigentlich nur auf seine Isolierung') angewiesen ist. 
Trotz dieses einfachen Prozesses ist Cyanamid noch nicht im 
Handel zu haben. Das Cyanamidnatrium, Na,N .CN, das nach 
der Gleichung NH,Na -+- NaCN = H, -+- Na,NCN beim Erhitzen 
auf etwa 400° aus Natriumamid gewonnen wird”), erscheint weniger 
geeignet. In einer Patentschrift*) wird ein Verfahren zur Isolierung 
des Cyanamids daraus beschrieben, das darin besteht, die konzen- 
trierte wasserige Natriumcyanamidlésung mit starker Schwefelsaure 
unter Vermeidung starkerer Erhitzung derart zu neutralisieren, 
daB die gesamte angewandte Wassermenge gerade zur Bildung 
von Na,SO,.10aq. ausreicht. Der entstehende harte Kuchen 
aus Glaubersalz wird zerkleinert und mit Alkohol, weniger gut 
mit Ather, systematisch ausgezogen; man erhilt bis 70°/, des 
vorhandenen Cyanamids. Einen giinstigen Erfolg gab eine Nach- 
prifung nicht. Viel leichter rein zu erhalten war das Cyan- 
amid aus Kalkstickstoff. Die Isolierung aus demselben ist bis- 
her noch nicht beschrieben, wohl aber die Gewinnung von Di- 
cyandiamid durch Auskochen mit Wasser‘). 

Um eine solche, durch alkalische Reaktion bedingte Poly- 
merisation, aber auch die durch Saéure mégliche Verseifung zu 
Harnstoff zu vermeiden, wurde zuerst eine Zersetzung des 
Kalkstickstoffs bei ganz neutraler Reaktion in der Art ver- 
sucht, daB derselbe in eine konzentrierte Lésung von Aluminium- 
sulfat eingetragen wurde. Nach der Gleichung 

3 CaN.CN -+- Al,(SO,), +- 6 H,O = 3 NH,.CN + 3 CaSO, 
+ Al,(OH), 


sollte die Lésung unter Bildung von Cyanamid und unléslichem 
Aluminiumhydroxyd ganz neutral bleiben. 


1) Abscheidung als Silbersalz und Zerlegung desselben mittels HC): 
Drechsel, J. pr. Chr. 21, 77; als carbaminsaures Calcium und Zer- 
legung des letzteren durch Erhitzen in CaCO, und Cyanamid: ebenda 79. 

2) D.R.P. 124977; C. 2, 1100, 1901. 

8) D.R.P. 164724; C. 2, 1650, 1902; vgl. auch E. Fischer und 
Tillner, Bor. 35, 2564. 

4) Vgl. S611 und Stutzer, Ber. 42, 4532. 
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Es bildete sich bald ein dicker Brei, in dem sich der 
Kalkstickstoff nur schwierig vollsténdig umsetzte. Sobald die 
Reaktion alkalisch zu werden anfing, wurde frisches Aluminium- 
sulfat oder verdiinnte Schwefelsdiure, die solches regenierte, zu- 
gegeben, der Niederschlag abgesaugt und wiederholt nach Ver- 
rihren mit Wasser aufs neue abgesaugt ; das Absaugen ging ziemlich 
schlecht von statten. Das neutralisierte Filtrat wurde im Vakuum 
eingedampft und gab leicht reines Cyanamid. Es zeigte sich 
dann, daB ohne Schaden durch etwaige Polymerisation der 
Kalkstickstoff mit kaltem Wasser ausgelaugt, und das Filtrat 
mit Aluminiumsulfat umgesetzt werden kann. Dies hat auBer- 
dem den groBen Vorteil, daB die ganze Menge des gebildeten 
Kalks und der Kohle als sehr leicht abzusaugender und aus- 
waschbarer Riickstand zuriickbleibt. Da sich ferner zeigte, 
daB das Eindampfen im Vakuum ohne besondere Kautelen, 
insbesondere auch in verdiinnterer Ausgangslésung erfolgen kann, 
und bei der weitgehenden Bestandigkeit des wiasserigen Cyan- 
amidcalciumauszugs ein besonderes Einhalten méglichst neutraler 
Reaktion nicht erforderlich ist, ergab sich schlieBlich die ganz 
einfache Arbeitsmethode, dai der wisserige Calciumcyanamid- 
auszug mit Schwefelsiure neutralisiert, vom ausgeschiedenen 
Gips abfiltriert und im Vakuum das Lésungsmittel abdestilliert 
wurde. Der Riickstand erstarrt in der Regel sofort beim Ab- 
kiihlen unter der Wasserleitung. 

75 g Kalkstickstoff wurden mit 400 ccm Wasser '/, Stunde 
kraftig verrdhrt, abgesaugt, etwas gewaschen, und zum zweitenmal 
mit etwa 400 ccm Wasser ebensolange verriihrt; das zweite Filtrat 
wurde zum Ausziehen einer neuen Portion Kalkstickstoff von 75 g 
verwendet, der dritte, in kiirzerer Zeit bereitete Auszug der 
ersten Partie zum zweiten Ausziehen der zweiten Partie, und 
dann zum ersten Ausziehen einer dritten Partie verwendet. 
SchlieBlich wurde die erste Partie noch kurz zum viertenmal mit 
Wasser erschépft, und damit systematisch die folgenden Partien 
ausgezogen, so daB es schlieBlich noch zum ersten Ausziehen 
einer frischen vierten Partie diente; die so systematisch fort- 
gesetzte Auslaugung jeder Partie mit 4maligem Wasserwechsel 
lieferte eine médglichst gesattigte Calciumcyanamidlésung, die 
mit Schwefelsiure neutralisiert wurde. Nach dem Absaugen 
des abgeschiedenen Gipses wurde im Vakuum flott eingedampft; 
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die spaiter noch sich abscheidenden Gipsmengen muBten, falls 
das StoBen zu heftig war, abgesaugt werden, bevor der letzte 
Rest verdampft werden konnte. Durch Anwendung eines ge- 
raumigen Kolbens mit langem Hals und Destillieraufsatz, sowie 
einer geniigend weiten Luftcapillare konnte eine Unterbrechung 
auch vermieden werden. 


Der beim Abkiihlen erstarrende Riickstand wurde durch 
Aufnehmen in Ather von Gips und vorhandenen Dicyandiamid, 
eventuellen anderen Produkten, die sich je nach der Qualitat 
des Kalkstickstoffs vorfinden, befreit, und durch Abdestillieren 
des Athers reines Cyanamid erhalten. 

Wie schon Drechsel?) beobachtete, ist aber Léslichkeit in 
Ather noch kein Zeichen fiir Reinheit, vielmehr ist ein flockiger, 
amorpher Kérper dem Cyanamid beigemengt, der sich in kon- 
zentrierter, atherischer Lésung lést, und beim Verdiinnen mit 
Ather ausfaillt. Ein auf diese Weise von dem Nebenprodukt 
befreites Praparat konnte im Vakuum bei etwa 18 mm und 
143 bis 144° unzersetzt destilliert werden, trotzdem nach den 
bisherigen Erfahrungen sich das Cyanamid bei etwa 150° unter 
Bildung von Dicyandiamid polymerisiert. 

Aus dieser Beobachtung ergibt sich fiir das Cyanamid bei 
gewohnlichem Druck, falls es unter dieser Bedingung unzersetzt 
destillierbar ware, ein Siedepunkt von etwa 255 bis 260°. Diese 
Temperatur gestattet zwar noch eine vielleicht betrichtliche 
Fliichtigkeit mit Wasserdimpfen unter gewdhnlichem Druck, 
schlieBt aber eine Fliichtigkeit mit Wasserdimpfen bei niedrigem 
Druck und Temperatur nahezu aus, wie es besondere Priifungen 
bei den angefiihrten Destillationen bestatigten. 

Die Ausbeute an Cyanamid aus Kalkstickstoff bei der 
angegebenen einfachen Arbeitsweise ist, wenn man das Aus- 
laugen systematisch griindlich ausfiihrt und die Verteilung des 
Gesamtstickstoffs zwischen léslichem und unléslichem Anteil 
kontrolliert, fast quantitativ; ein Verlust durch Polymerisation 
tritt fast gar nicht ein, sondern die Bildung an Dicyandiamid 
und anderen Nebenprodukten hangt nur von der von vornherein 
gegebenen Beschaffenheit des Kalkstickstoffs ab. 


1) J. pr. Ch. [2] 11, 300. 
Biochemische Zeitachrift Band 26. 
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Aus dem Cyanamid wurde nach Stieglitz und Mac Kee’) 
NH.HCI 
der Isoharnstoffather O< durch Addition von 1 Mol. 
_ OCH, 
NH, 
Methylalkohol und 1 Mol. HCl bereitet. 

Es wurde Cyanamid in etwa der doppelten der erforder- 
lichen Menge trockenen Methylalkohols gelést und HCl-Gas bis 
zur berechneten Gewichtszunahme eingeleitet. Tragt man nicht 
fiir hinreichende Kiihlung Sorge, so tritt alsbald eine sehr nach- 
teilige Erwirmung ein. Kiihlt man geniigend, so scheidet sich 
nach einiger Zeit, noch lange bevor alle Salzsaure eingeleitet ist, 

NH 
salzsaures Cyanamid, CN.NH,.2HCl oder C=NH.HCI ab. Es 
Cl 
ist nun sehr wichtig zur Erzielung einer guten Ausbeute, die 
gekiihlte und erstarrte Masse dieses Salzes auch weiter dauernd 
zu kihlen, da sich das Salz sonst bald durch die allmahlich 
verlaufende Umsetzung mit Alkohol spontan sehr heftig erhitzen 
kann. Vermeidet man jede solche staérkere Erwarmung, so ist 
nach einigen Stunden die Umwandlung in den Ather quanti- 
tativ erfolgt. 

Der salzsaure Isoharnstoffather ist in Alkohol viel leichter 
léslich als das salzsaure Cyanamid; dieses krystallisiert leicht 
aus, aus der maBig eingeengten Mutterlauge kann dann das Iso- 
harnstoffatherhydrochlorid mit Ather gefallt werden. Es darf 
mit AgNO, keine Cyanamidreaktion mehr geben. Eine alko- 
holische Lésung, die diese noch zeigt, verliert sie bei langerem 
Stehen bei Zimmertemperatur. 

Zum Schlu8 sei noch bemerkt, da8 nach dem Ergebnis 
der Vakuumdestillation die in der Literatur angefiihrten Falle von 
Explosionen *) des Cyanamids im Vakuumexsiccator wohl als Irr- 
tum zu bezeichnen sind, diese wurden mit gréBter Wahrschein- 
lichkeit dadurch hervorgerufen, daB das Cyanamid (atherfeucht 
beim Absaugen sehr leicht herumspritzend) in die konz. H,SO, 
fiel, wobei, wie schon Baumann’) berichtet, heftiges Aufzischen 
und kriftige Zersetzung stattfindet. 


~~ 4) Ber. 32, 1494; 83, 807, 1517. 
2) Walther, J. pr. Ch. [2] 54, 514. 
3) Ber. 6, 1374. 
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Cher die immunisatorische Anreicherung von Entwicklung 
anregenden Serumsubstanzen. 
Von 


Martin Jacoby. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Laboratorium der zoologischen 
Station in Neapel.) 


(Eingegangen am 6. Juni 1910.) 


J. Loeb hat gezeigt, daB die Entwicklungserregung bei 
Seeigeleiern, die als Membranbildung in die Erscheinung 
tritt, durch eine groBe Anzahl von Substanzen bewirkt werden 
kann. Nach Loebs Anschauung stellt diese Membranbildung 
den ersten Schritt einer Cytolyse dar und wird daher durch 
alle Stoffe hervorgerufen, die in gréBerer Quantitaét auf die 
Eier lytisch wirken. Zu den Substanzen, welche die Entwick- 
lung des Seeigeleies anregen, gehért nach Loeb auch tierisches 
Serum, insbesondere auch Saugetier-Serum. Ich habe untersucht, 
ob man immunisatorisch im Serum diese die Entwicklung an- 
regenden Stcffe anreichern kann. 

Kaninchen wurden mit Eiern resp. mit Sperma von Arbacia pustulosa 
vorbehandelt, indem ihnen frisches, unverandertes Material intraperitoneal 
eingespritzt wurde. Die Priifung auf Wirksamkeit geschah mit einer 
Technik, die sich nach Moéglichkeit an die klaren Angaben Loebs anschloB. 

Auf folgende Punkte ist zu achten: 

1. Wie Loeb beobachtet hat und ich bestatigen kann, wirkt das 
Serum ein und desselben Tieres auf die Eier verschiedener Exemplare 
derselben Seeigelspecies verschieden stark. Man mu8 also, wenn man 
mehrere Sera quantitativ vergleichen will, sie auf dice Eier desselben In- 
dividuums einwirken lassen. 

2. Einfliisse der Salzkonzentration miissen vollkommen ausgeschaltet 
sein. Ich habe daher immer 1 ccm Serum oder Bruchteile davon mit 
5ccom Meerwasser verdiinnt und auBerdem in Kontrollen das Serum durch 
0,9°/,ige Kochsalzlésung ersetzt. 

Alles weitere ergibt sich aus den Protokollen. 

Untersuchte Kaninchensera. 
I. GroBes Kaninchen erbilt 2 ccm Eier intraperitoneal ——e 
am 28. III., 14. IV., 22. IV. — getétet am 29. IV. Wurf 

II. GroBes Kaninchen, getétet am 29. IV. — Normalserum 

22* 
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III. Kleines Kaninchen erhalt 2 ccm Eier intraperitoneal 
am 14. IV., 22. IV. — getétet am 2. V. 
IV. Kleines Kaninchen erhilt 2ccm Sperma intraperitoneal 
am 14. IV., 22. IV. — getétet am 2. V. 
V. Kleines Kaninchen, getétet am 2. V. — Normalserum 
VI. MittelgroBes Kaninchen, getétet am 5. V. — Normal- 
serum. 


derselbe 
Wurf 


Versuch: In eine Reihe von Schalen kommen je 5 ccm Meer- 
wasser, dazu 

Al cem Serum I 
B05 ,, »  1+0,5 com NaCl-Lés. (0,9°/,) 
Ges » 14+0,9 dazu je ein Tropfen 
D 1 ccm Serum II Arbacia-Eier 
E05 ,, » I1+0,5 
yal .. ao: fa ee 


Gl ccm Serum I ie 
{i my 1+0,9 dazu je ein Tropfen 


J 1 ccm Serum II Strongylocentrotus- 
EG i  s Bow wax. 
Nach 1'/,—2!/, Stunden werden von allen Schalen Praparate an- 
gefertigt und eine beliebige Zahl von Eiern gezahlt und ermittelt, bei 
wie vielen eine deutliche Membran ausgebildet ist. 








| mit | Ohne Mit 
Membran | Membran Membran | Membran 

















33 26 
27 82 
30 40 
46 52 
29 52 


Ohne Serum bildete von 33 Arbaciaeiern und 40 Strongylocentrotus- 
eiern kein einziges eine Membran. 








Versuch: Dieselbe Anordnung, Eier von anderen Exemplaren — 
Untersuchung nach 4 Stunden. 





Mit Ohne Mit 
Membran Membran 


lies Ohne 
Membran 








] 


| 
| 511) 0 | 23 


| 4 38%) 
nicht untersucht 
| 1 





292) 
nicht untersucht 


1) Hier zeigen auch die Eier ohne fertige Membran schon Ansitze 
zur Membranbildung. 
2) Vereinzelte Eier mit cytolytischer Tropfenbildung. 
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Ohne Serum bildete von 47 Arbaciaeiern und 44 Strongylocentrotus- 
eiern kein einziges eine Membran. 

Versuch: Eier von einem anderen Exemplar von Arbacia — Unter- 
suchung nach 10 Stunden. 





Mit Ohne 











| Membran | Membran 
Serum I 1 cem | 78 2 
Serum II 1 ccm 0 78 
Versuch: Zwei Parallelversuche mit Eiern von zwei verschiedenen 
Exemplaren von Arbacia — Untersuchung nach 6!/, Stunden. — Immer 
l com Serum 
Versuch A Versuch B 
Serum mit ohne mit | ohne 


Membran | Membran | Membran | Membran 

















I 50 0 701) | 0 
Ill 12%) | 38 0 50 
IV 12%) | 38 0 50 
VI 142) | 36 32) 47 


Ohne Serum wurden je 50 Eier ohne Membran gezahlt. 

In einem anderen Versuche bildeten bei Strongylocentrotus 
I, Ill, IV und VI keine Membranen. 

Ein Kommentar zu den Protokollen ist unnétig. Die Aus- 
nahmestellung von Serum I, das von dem am langsten mit 
Arbaciaeiern vorbehandelten Kaninchen stammt, ist ohne weiteres 
ersichtlich. 

Eine Abtétung von Spermatozoen konnte ich mit keinem 
der untersuchten Sera erzielen, wohl aber kam es bei Serum I, III 
und IV, also bei denen, die von vorbehandelten Tieren stammten, 
zu einer Haufenbildung, Erscheinungen, die wohl mit Beobach- 
tungen v. Dungerns*) an Spermatozoen iibereinstimmen. 

Als Hauptergebnis der Untersuchung hat sich also ergeben, 
da8 das Serum des Kaninchens durch immunisatorische Vor- 
behandlung der Tiere eine betriachtliche Steigerung seiner die 
Entwicklung anregenden Fiahigkeit erlangt. 


1) Bei einem Ei war die erste Furchung eingetreten. 

2) Hier sind die Membranen nicht so gut ausgebildet wie beim 
Serum I. 
3) Zeitschr. f. allgem. Physiol. 1, 1901. 








Uber das Verhalten der Sperma- und Eienzyme bei der 
Befruchtung und ersten Entwicklung. 


Von 
Martin Jacoby. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Laboratorium der zoologischen 
Station in Neapel.) 


(Eingegangen am 6. Juni 1910.) 


Die Untersuchungen J. Loebs haben die chemische Ana- 
lyse des Befruchtungsvorganges und der sich an die Befruchtung 
anschlieBenden ersten Entwicklungsprozesse angebahnt. Seine 
Vorstellungen haben in den exakten Studien O. Warburgs 
iiber die Oxydationsprozesse bei der Befruchtung und der Ent- 
wicklung weitgehende Bestatigung gefunden. Selbstverstandlich 
hat man von jeher damit gerechnet, daB auch bei diesen 
Stoffwechselprozessen Enzymwirkungen maBgebend beteiligt 
sind. Speziell iiber das Verhalten der Katalase bei der Be- 
fruchtung sind mehrere Arbeiten veréffentlicht worden. 

Mir lag daran, Enzyme des unbefruchteten Eies und der 
Spermatozoen kennen zu lernen, die mit Sicherheit den Zellen 
selbst zukommen und nicht etwa nur der die Zellen um- 
spiilenden Fliissigkeit angehédren und zu priifen, ob Ei und 
Sperma verschiedene Fermente besitzen. Dann sollte weiter 
ermittelt werden, ob der Enzymgehalt der Eizelle in bezug auf 
ihr eigentiimliche Fermente bei der Befruchtung eine Anderung 
erfahrt, ob auBerdem nach der Befruchtung Fermentwirkungen 
auftreten, die der Zelle vorher fehlten. 

Es bedarf keiner Erérterung, da8 derartige Feststellungen 
fiir die Erkenntnis der biologischen Struktur notwendig sind, 
wenn auch ebenso klar ist, daB eine unmittelbare Wertung 
solcher Daten verfriiht wire. 
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Es wurde dann noch auf einem anderen Wege versucht, 
einen Einblick in die Entstehungs- und die Funktionsbedin- 
gungen der Enzyme zu erlangen. Bekanntlich hat C. Herbst 
in eingehenden Studien die Bedeutung der einzelnen Bestand- 
teile des Meerwassers fiir die Befruchtung und Entwicklung 
des Seeigel-Eies erforscht. Aus seinen und J. Loebs Beob- 
achtungen ergab sich namentlich, da8 eine Reihe von Ionen 
fiir die normale Entwicklung unentbehrlich sind. Fehlen sie, 
so entwickeln sich die Eier entweder iiberhaupt nicht zu Larven, 
oder es entstehen an Stelle normaler Gebilde morphologisch 
mehr oder weniger gut charakterisierte MiSbildungen. Da 
doch ohne Zweifel in weitem, wenn auch noch unbekanntem 
MaBe die morphologische Gestaltung mit dem chemischen Auf- 
bau des Protoplasmas zusammenhangt, so war zu priifen, ob 
den morphologischen Abweichungen auch chemische parallel 
gehen. Auch fiir diesen Punkt schienen die Enzyme geeignete 
Objekte, zumal auch sonst bekannt ist, daB die Fermente in 
weitem Umfange von der Zusammensetzung des Milieus ab- 
hangig sind. 

LaBt man Spermatozoen oder Eier des Seeigels, Arbacia 
pustulosa, nachdem man die Zellen durch Chloroform abgetétet 
hat, bei alkalischer oder neutraler Reaktion auf Gelatine ein- 
wirken, so erhaélt man haufig durch mehr oder minder groBe 
Dosen Verfliissigung der Gelatine. Jedoch ist das weder beim 
Sperma noch bei den Eiern ein konstanter Befund. 

Bei zwei konstanten Reaktionen war es méglich, ein ver- 
schiedenes Verhalten von Sperma und Eiern festzustellen: Ein- 
mal bei der Spaltung der Gelatine bei saurer Reaktion, sodann 
bei der Spaltung eines Peptids, des Glycyltryptophans. 


Gelatinespaltung. 
Versuchsbeispiele: 

1. Sperma resp. Eier werden direkt aus der Geschlechtséffnung ent- 
leert (Arbacia pustulosa), dann im MeBzylinder mit Meerwasser auf das 
5fache verdiinnt und mit einigen Tropfen Chloroform durchgeschiittelt. 

Von diesem Material kommt in jede Probe je 1 ccm, von der 
Gelatine (5°/,) je 2com; die Réhrchen, in denen weniger Saéure resp. 
Soda sich befindet, werden mit destilliertem Wasser aufgefiillt. 

Nach der Mischung kommen die Proben eine Stunde in den Brut- 
schrank bei 34 bis 35°, dann verbleiben sie 24 Stunden bei Zimmer- 
temperatur. 
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Es wird immer 5°/,ige mit Chloroform versetzte Geiatine benutzt. 
Sperma 1 com (1/;) Eier 1 com (?/s) 
Soda 1°/, O ccm fest 0 ccm fest 
0,1 ,, weich 0,1 weich 
0,2 ” 0,2 ” 
0,3 ” 0,3 ” 
0,4 ,, 0,4 fast fliissig 
0,5 ” 0,5 ? ” 
Zwei Proben, bei denen anstatt Sperma oder Eiern je 1 com Meer- 
wasser zugesetzt wird, bleiben fest (Soda 0,5). 
"/,o-Salzsiure 0 ccm fest 0 ccm fest 
1 0,1 ” ” 
0,2 0,2 ” 
0,3 0,3 fast fliissig 
0,4 0.4 ,, fliissig 
0,5 ” ” 0,5 ” ” 
Kontrollen: HCl 0,5 — Meerwasser 1 ccm fest. 
2. Die gleiche Anordnung. Bei den Proben, bei denen nur 0,5 
resp. 0,1 des Materials benutzt wird, wird die Differenz mit Meerwasser 
aufgefiillt. 
Sperma 1 ccm (1/;) Eier 1 com (?/;) 
Soda 0 ccm fest 0 ccm fest 

01 » » 0,1 ,, fast fliissig 
0,3 ” —_ 0,3 ” ” ” 
0,5 ,, fast flissig 0,5 iissi 
Kontrollen: fest. 
0 ccm fest 0 ccm fest 

» weich 


” 


0,1 ” ” , 


1 
0,3 ” ” 3 ” sebr weich 
5 


0,5 ” ” ’ 
Kontrollen; fest. 


» fliissig 


Sperma 0,5 ccm (1/5) Eier 0,5 cem (1/;) 
Soda 0O ccm fest 0 ccm fest 

0,1 ,,  weich 0,1 ,, weich 

0, ” ” 0,3 2” fast fliissig 

0,5 ” fast fliissig 0,5 ” ” ” 
Kontrollen: fest. 

0 ecm fest 

0,1 ” ” 

0,3 ” ” 0,3 ” ” 

0,5 ” ” 0,5 ” sehr weich 
Kontrollen: fest. 

Sperma 0,1 (?/;) 

0 ccm fest 

Ol os «2. 

0,3 ” ’” 

0.5, weich 
Kontrolle: fest. 

0 ccm fest 

0,1 ” ” 

0,3 ” ” 

0,5 ” ” 

Kontrolle: fest. 
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3. Die gleiche Anordnung — alle Kontrollen fest. 


Sperma 1 ccm (}/5) 
Soda 0 ccm fest 
0,5 ,, fliissig 


HCl 0,5 com fest 


Sperma 0,5 ccm (1/5) 
Soda 0O ccm fest “ 

0,1 ,,  weich 

0,3, sehr weich 

0,5 ,, fast fliissig 


HCl O ccm fest 


Sperma 0,1 com (1/5) 
Soda 0O ccm fest 
0,1 ” ” 
ee 
0 ccm fest 
0,1 ” ” 


3 ” ” 


HCl 


5 ” ” 


Kier 1 com (1/5) 
0 ccm fest 

weich 

fast fliissig 


cem fest 


- 


awe 


” 


1 %? ” 
3, fliissig 
5, ” 
Eier 0,5 com (?/5) 
0 ccm fest 
l ” %”? 


3 
5 


escsceosse 


- 


” fast fliissig 
cm fest 

fliissig 

fast flissig 


ier 0,1 com (2/5) 


. 
- 
- 


coococ ooo 


awe. 
3 


- 
- 


” 


” P 
»  weich 


4. Ein Teil des Spermas und der Eier wird 1/, Stunde zentrifugiert, 
die iiberstehende Fliissigkeit abgegossen. — Vor und nach dem Zentri- 
fugieren Verdiinnung des Spermas 1:5, der Eier 2:15. 


Sperma 1 ccm 
Soda 0 ccm fest 
»  weich 


hd 
or Go 


» sehr weich 
ccm fest 


- 


aw~ 


osofooss 


Nicht zentrifugiert 
Eier 1 ccm 

ccm zum Teil flissig 

1 ,, weich 

3,, sehr weich 

5 ,, weich 


com fest 
il ” ” 
.3,, fast fliissig 
0,5 ,, flissig 
Zentrifugiert 


0 
0, 
0 
0, 
0 
0 
0 


0,1 ” ” 


fest 

fast fest 
weich 
fliissig 


5 ” 


Die den Eiern eigentiimliche Gelatinespaltung bei saurer 
Reaktion, die also durch Zentrifugieren nicht beeintriachtigt 
wird, bleibt den Eiern auch nach der Befruchtung erhalten. 
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340 M. Jacoby: 


1. Die von einem einzigen Seeigel (Arbacia pustulosa) durch Aus- 
laichen gewonnenen Eier werden sorgfiltig mit Meerwasser gewaschen, 
ein Teil dann mit Chloroform auf Eis aufbewahrt, ein Teil befruchtet.') 
Nach der Befruchtung wird wieder mehrfach sorgfaltig gewaschen, die 
Entwicklung 21'/, Stunden ausgedehnt. Zu dieser Zeit sind die Eier 
sehr gleichmaBig bis zum Vierzellenstadium entwickelt, noch in der 
Membran. Sie werden durch Absitzen und Zentrifugieren gesammelt. 
Zur Untersuchung werden sie 1:10 verdiinnt. 

Zu allen Proben wird 0,5 ccm */;9-HCl gesetzt, die Auffiillung er- 
folgt durch Meerwasser. 
Vor der Befruchtung Nach der Befruchtung 
Eier 1/; 0 com fest 


0, ” ” 0,1 ccm fest 

0,3 ,, dickfliissig 0,3 ,, dickflissig 
0,7 ,,  fliissig 0,7 ,, fliissig 
1,0 ,, ” 10 » ” 


2. Unterbrechung der Entwicklung nach 18 Stunden. — Gleich- 
maBige Entwicklung, Larven noch nicht ausgeschliipft. 
Verdiinnung 1:10 — immer 0,5 HCl-Auffiillung mit Meerwasser. 


Vor der Befruchtung Nach der Befruchtung 


0,1 ccm fest 0,1 fest 

0.5 ,, fast fliissig 0,5 fast flissig 
0,7 ,,  fliissig 0,7 fliissig 

0,8 ’” ” 08 ” 

1,0 ” ” 1,0 ” 


Das bei saurer Reaktion gelatinolytische Ferment bleibt 
auch wirksam, wenn die Entwicklung im kalkfreien Medium 
stattfindet. Es wurden zwar auch Versuche angestellt, bei 
denen die Befruchtung selbst im kalkfreien Seewasser vor- 
genommen wurde. Da hierbei jedoch keine gleichmaBige Ent- 
wicklung der Eier erzielt wurde, will ich mich darauf be- 
schranken, zu konstatieren, da8 nach normaler Befruchtung die 
Entwicklung im kalkfreien Medium an dem Fermentgehalt der 
Eier in bezug auf das gepriifte Enzym nichts Andert. 

Kalkhaltiges und kalkfreies kiinstliches Seewasser wurde nach den 
Vorschriften von J. Loeb hergestellt. Es wurden °/,)-normale Stamm- 
lésungen der betreffenden Salze bereitet. Von diesen Lésungen wurden 
gemischt : 

100 com NaCl — 2,2 com KCl — 7,8 com MgCl, — 3,8 com MgSO,. 
Hierzu kamen beim kalkhaltigem Seewasser 2 com CaCl. 

Zu 1000 com kiinstlichem Seewasser wurden dann noch 5 ccm °/,- 
NaHCO, und 2 bis 3 ccm */;9-NaOH gefiigt. 

1) Um eine gleichmaBige Entwicklung zu erzielen, miissen die Eier 
vor und nach der Befruchtung sorgfaltig gewaschen und nach der Be- 
fruchtung in diinner Schicht verteilt werden. 
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1. Das Waschen der unbefruchteten Eier, die Aufschwemmung des 
Spermas und die Befruchtung erfolgt in Seewasser, dem auf 1000 com 
0,5 "/19-NaOH zugesetzt wird. 1/, Stunde nach Zufiigung des Samens 
ist bei den meisten Eiern die Membranbildung beendet. Nunmehr wird 
bei der einen Abteilung das natiirliche Seewasser durch kalkhaltiges, 
kiinstliches, bei der anderen durch kalkfreies, kiinstliches Seewasser er- 
setzt. Mit den betreffenden Lésungen wird mehrfach gewaschen. Nach 
22 Stunden sind in beiden Portionen die meisten Eier zu Larven ent- 
wickelt. Es wird zentrifugiert. SchlieBlich werden beide Portionen im 
Verhiltnis 1:5 mit natiirlichem Meerwasser aufgefiillt und mit Chloro- 
form versetzt. 


a) kalkhaltig b) kalkfrei 

0 ccm fest 

awe « 0,1 com fest 

0,3 ” ” 0,3 ” ” 

0,5 ,, weich 0,56 ,,  weich 

0,8 ,, fast fliissig 0,8 ,, fast flissig 
JS aa a 1,0 ,,  fliissig 


2. Unterbrechung der Entwicklung nach 6 Stunden. — Die Ferment- 
untersuchung beider Portionen erfolgt in kalkfreiem Wasser. 


a) Entwicklung im b) Entwicklung im 
Kalkmedium kalkfreien Medium 
0 ccm fest 
7 oe 0,1 com fest 
0,3 ,, sehr weich 0,3 ,, sehr weich 
ec 86 rs 0,5 ,, fast flissig 
0,8 ”” ” ” 0,8 ” ” ” 
1,0 ,,  fliissig 1,0 ,, fliissig 


Glycyltryptophanspaltung. 

Auch diese Versuche wurden saimtlich mit Arbacia pustu- 
losa ausgefiihrt. Schon kleine Mengen Sperma (0,1) spalten 
deutlich aus dem Peptid Tryptophan ab, wahrend unbefruchtete 
Fier (0,1 bis 2 cem) das nicht tun. Als Glycyltryptophan wurde 
das von Neubauer und Fischer angegebene und von Kalle 
& Co. gelieferte ,,Fermentdiagnostikon“ benutzt, das durch 
Toluol konserviert wird. Nach der Befruchtung spalten auch 
die Eier das Peptid. 

Entwicklungsdauer 21 Stunden. — Die meisten Eier schon zu 
schwimmenden Larven entwickelt. — 0,4 com der Eier, auf 2 com ver- 
diinnt, werden zu einem Flaschchen des Diagnostikums getan und ver- 
bleiben 60 Stunden bei 35° im Brutschrank. 

Die Priifung auf Tryptophan erfolgt dann so, daB eine geringe 
Menge verdiinnter Salzsiure und Brom zugefiigt wird. Endlich wird noch 
nach dem Vorschlag von Neuberg) Essigester zugefiigt. 


1) Diese Zeitschr. 24, 441, 1910. 
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Bei den unbefruchteten Eiern geht in den Ester nur der orange- 
farbige Eierfarbstoff, bei den befruchteten firbt sich der Ester pracht- 
voll rosa, 

0,02 com der Eier geben bei der unbefruchteten keine Spur einer 
Reaktion, bei der befruchteten eine deutliche Reaktion. 

Derartige Resultate wurden mehrfach erhalten; in einem 
Falle, in dem die Entwicklung bereits beim Beginn der Fur- 
chung unterbrochen wurde, war die Bromreaktion bei den be- 
fruchteten Eiern nur schwach. 

Somit war also erwiesen, daB schon friih im Laufe der 
Entwicklung ein Enzym auftritt, das den Eiern vor der 
Befruchtung fehlt. Obwohl nun das Sperma iiber dieses Fer- 
ment verfiigt, ware es doch verfehlt, ohne weiteres anzunehmen, 
da8 das Ferment, das sich in den befruchteten Eiern findet, 
aus dem Sperma stammt. Zur Befruchtung geniigt bekanntlich 
eine sehr geringe Spermamenge. Zudem wird bald nach der 
Befruchtung der Spermaiiberschu8 durch Waschen der Eier 
entfernt. Durch J. Loebs so vollkommen ausgebildete Methoden 
der kiinstlichen Parthenogenese bot sich aber auch der direkte 
Weg zur Entscheidung. Wenn das Sperma-Enzym notwendig 
ist, dann muB es bei den parthenogenetisch entwickelten Eiern 
fehlen, wahrend es vorhanden sein mu8, wenn sich das Enzym 
auf Grund der Entwicklungserregung aus Vorstufen bildet. 
Da das letztere tatsaichlich der Fall ist, so diirfte der Enzym- 
gehalt des Spermas mit dem Enzym im befruchteten Ei nichts 
direkt zu tun haben, vielmehr nur das Sperma durch seine 
die Entwicklung anregende Funktion die Zymogenese anregen. 
Diese Leistung der Spermatozoen wird eben dann bei der 
Parthenogenese durch chemische Einwirkungen einfacher Art 
ersetzt. 

J. Loeb hat auBerordentlich exakte Angaben iiber die Methodik 
der Parthenogenese gemacht. Da ich aber erst die Technik lernen 
muBte und fiir meine Versuche mehr Material brauchte, als notwendig 
ist, wenn man die Parthenogenese nur demonstrieren will, so verfiige 
ich nur iiber drei gelungene Versuche, die aber gleichmaBig stark posi- 
tiv ausfielen. 

Es wurden die sorgfaltig gewaschenen Eier von Arbacia pustulosa 
fiir 2 Minuten in Meerwasser getan, dem auf 100 com 2,5 ccm */;-Iso- 
valeriansiure zugefiigt war. Die Eier verblieben im ersten Versuch 
15 Minuten, im zweiten und dritten Versuch 20 Minuten in gewéhn- 
lichem Meerwasser, um dann fiir 20 und 30 Minuten in Meerwasser zu 
kommen, dem auf 50 ccm 8 com 15°/,ige Kochsalzlésung zugesetzt ist. 
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Beim ersten Versuch wurden schwimmende Larven erzielt, bei den 
beiden anderen die Entwicklung bis zum Vierzellenstadium fortgesetzt:. 

In allen drei Versuchen war die Tryptophanreaktion bei den un- 
befruchteten Eiern negativ, bei den befruchteten stark positiv. 


Zusammenfassung. 


1. Eier und Sperma besitzen den Zellen und nicht der 
Zwischenflissigkeit angehérige Enzymwirkungen. 

2. Das Sperma verfiigt iiber Enzymwirkungen, die den un- 
befruchteten Eiern fehlen und umgekehrt. 

3. Nach der Befruchtung bleibt ein dem Ei angehériges 
Enzym unverandert wirksam, wahrend ein dem Sperma eigen- 
tiimliches im Ei auftritt. 

4. Das nach der Befruchtung im Ei auftretende Enzym 
braucht trotz seines Vorkommens im Sperma nicht von einem 
Spermaenzym abgeleitet zu werden, da es auch bei der partheno- 
genetischen Entwicklung auftritt. 

5. Entwicklung im kalkfreien Medium verindert den Enzym- 
gehalt des Eies in der darauf untersuchten Richtung nicht. 

Dem preuBischen Kultusministerium danke ich ergebenst 
fiir die Uberlassung eines Arbeitsplatzes, den Herren von der 
zoologischen Station, insbesondere den Herren Dr. Dohrn und 
Henze, bin ich fir die liebenswiirdige Aufnahme zu grébtem 
Danke verpflichtet. 
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Weitere Beitrage zur Chemie der Geschwilste. 
VII. Mitteilung. 


Von 
C. Neuberg. 
(Aus der chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts der Uni- 


versitaét und der chemischen Abteilung des Tierphysiologischen Instituts 
der Landwirtschaftlichen Hochschule, Berlin.) 


In einer Reihe friiherer Mitteilungen habe ich mich mit 
der chemischen Zusammensetzung der Tumoren und mit den 
von ihnen ausgehenden enzymatischen Vorgangen beschaftigt. 
Hinsichtlich der letzteren hat sich dabei ergeben, da8 in manchen 
Fallen unzweifelhaft atypische Fermentwirkungen nachweisbar 
sind und daB von diesen ein Teil ihrer Eigenschaft nach in 
das Gebiet der heterolytischen Erscheinungen gehort. 

Bei diesen handelt es sich ganz allgemein um Beeinflussung 
des Organstoffwechsels durch Agenzien, die anderen Organen 
entstammen. Meine ersten Befunde dieser Art habe ich des 
éfteren erginzt; auch Blumenthal hat sich der Auffassung 
dieser Vorgiinge als heterolytischer angeschlossen, und kiirzlich 
habe ich gemeinsam mit Blumenthal und Jacoby weitere 
Beobachtungen iiber Heterolyse von Geschwiilsten mitgeteilt.*) 

Diesem Tatsachenmaterial gegeniiber kann kein Zweifel an 


den abnormen Fermentprozessen bestimmter Carcinome bestehen. 

Die gegenteiligen Angaben von He8 und Sax! befinden sich mit 
allen bisherigen Feststellungen iiber die Autolyse der Tumoren von 
Petry, Neuberg, Baer, Eppinger, Umber, v. Bergmann, 
Blumenthal, Jacoby und Wolff sowie mit den Befunden von 
M. Jacoby iiber die gewéhnliche Heterolyse in Widerspruch. 

Die Ansicht Kepinows, daB heterolytische Wirkungen von Tumoren 
auf Fermente eingewanderter Bakterien bzw. Leukocyten zu beziehen 
seien, hat nichts Uberzeugendes, und sie ist ohne weiteres fiir diejenigen 
meiner Versuche auszuschlieBen, wo solide aus der Tiefe der Leber 
herauspraparierte Metastasen zur Verwendung kamen. 


Da8 die von mir schon vor Jahren begriindete Idee der 
atypischen Enzymvorgange beim Krebs eine richtige und 


1) Literatur siehe bei C. Neuberg, Chemie der Neubildungen in 
Oppenheimers Handbuch der Biochemie 2, II, 377, 1909, 
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gliickliche gewesen ist, gcht klar auch aus den Versuchen 
anderer Autoren hervor, die auf ganz abweichenden Wegen und 
mit neuer Methodik entsprechende Ergebnisse erzielten.’) 

Zuerst entdeckte H. Fischer bei Krebs das Vorkommen 
eines ungewoéhnlichen proteolytischen Fermentes in car- 
cinomatésem Magensaft, das zum Unterschiede vom Pepsin 
EiweiB weit iiber die Albumosenstufe, bis zu freien Amino- 
sauren, aufspaltet. Dann fanden 0. Neubauer und H. Fischer 
gleichfalls im Magensaft Krebskranker ein héchst wirksames 
peptolytisches Enzym. Dasselbe fehlt im Mageninhalt Ge- 
sunder und findet sich auch in den Geweben sowie PreBsiften 
von bésartigen Tumoren in ganz bedeutend gesteigerter Menge. 
Fischer und Neubauer haben dieses Enzym durch seine auch 
diagnostisch verwertbare Fahigkeit charakterisiert, das Dipeptid 
Glycyl-tryptophan zu hydrolysieren. 

Eingehende Untersuchungen iiber ungewéhnliche Ferment- 
aéuBerungen von Tumoren hat ferner E. Abderhalden, z. T. in 
Gemeinschaft mit P. Rona, A. H. Koelker, Fl. Medigreceanu 
und L. Pincussohn angestellt. An einem groBen Material 
zeigten sie, da8 haufig, aber nicht regelmaBig, in menschlichen 
und tierischen Geschwiilsten Enzyme nachweisbar sind, die 
Polypeptide und Peptone viel schneller spalten, als es die nor- 
malen Zellfermente vermégen. AuBerdem ergab sich, daB die 
Krebssafte Polypeptide auch in durchaus atypischer Rich- 
tung zerlegen. Wahrend z. B. normaliter das d-Alanyl-glycyl- 
glycin durch Zellfermente zu d-Alanin und Glycyl-glycin hydro- 
lysiert wird, spaltet Tumorsaft zunichst in Glykokoll und 
d-Alanyl-glycin. Der Abbau bei Carcinom setzt also an ganz 
anderen Stellen der Aminosdurenverbande ein, als an denen, 
wo alle iibrigen peptolytischen Fermente angreifen. 

Die Ergebnisse von H. Fischer, O. Neubauer sowie von 
E. Abderhalden und seinen Mitarbeitern stehen in unverkenn- 
barer Beziehung zu den Erscheinungen der verstarkten Autolyse 
und der Heterolyse der Tumoren. 


1) Verwiesen sei auch auf die Antifermenterscheinungen bei 
Carcinom, namentlich auf die antitryptischen Wirkungen des Blutes, die 
von L.Brieger, H.Salomon, G.v. Bergmann u.a. studiert worden sind; 
ferner auf die Untersuchung von H. Salomon (cf. S. 348), der das Ver- 
dienst hat, als erster auf besondere peptolytische Enzyme im Serum 
Krebskranker gefahndet zu haben. 
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346 C. Neuberg: 


Ob die atypischen Fermentvorginge beim Krebs wahrend 
des Lebens zur Geltung kommen, ob sie eigentlich’) teil haben, 
wie man gemeint hat, an den Erscheinungen der Kachexie und 
ob sie iiberhaupt fiir den Verlauf und die Ausbreitung der 
Tumoren von Bedeutung sind, dafiir fehlt der strikte Beweis. 

Jeder Stoffaustausch zwischen den Zellen findet im wesent- 
lichen durch den Blut- und Lymphstrom statt; beide sind auch 
die Vermittler der feinsten von Organ zu Organ geduBerten 
Fermentwirkungen. 

Daraus erwachst die Aufgabe, zu untersuchen, was chemisch 
Nachweisbares erfolgt, wenn Tumor und Blut bzw. Geschwulst 
und Lymphe zusammentreffen. 

Bei der Kompliziertheit der Vorginge habe ich versucht, zu- 
nachst die Formelemente des Blutes auszuschalten, und berichte 
vorlaiufig iiber die Einwirkung von Blutserum auf Krebsmaterial. 

Die Versuchsanordnung schlieBt sich im Prinzip an meine 
friihere an. Um Stérungen durch anhaftendes Blut méglichst 
zu vermeiden, habe ich als Tumorsubstanz ausschlieBlich ganz 
groBe Lebermetastasen verwendet, die an sich blutarm sind 
und leicht ausprapariert werden kénnen. Das Material wurde, 
um Blutreste entfernen zu kénnen, nicht zerrieben, sondern zur 
méglichsten Schonung der Zellen unter wiederholter Befeuchtung 
mit zunachst toluolgesattigter 0,9°/,iger NaCl-Lésung mit der 
Hand ausgedriickt; das PreSgut wurde in etwa der 30fachen 
Menge physiologischer Kochsalzlésung aufgeschwemmt und von 
Bindegewebsbeimengungen usw. mittels Kolieren durch Leinen- 
tuch befreit. Das Kolat wurde 3mal hintereinander schnell 
durch Zentrifugieren mit 0,9°/,iger Kochsalzlésung gewaschen. 
Das letzte, durch Abpipettieren entfernte Waschwasser war klar 
und farblos, der erhaltene lockere Zellenbrei schwach gelblich. 
Er lieB sich durch Aufschiitteln in 0,9°/,iger NaCl-Lésung in 
einem Schiittelzylinder véllig gleichmaBig verteilen und wurde 
jedesmal frisch benutzt. Sera kamen in dreierlei Gestalt zur 
Anwendung: normales Menschenserum, Serum von an Carcinom 
Verstorbenen und Rinderserum, die in bekannter Weise ge- 
wonnen waren. Als Antisepticum wurde, da Chloroform wegen 
seiner Eiwei8 fallenden Wirkung*) nicht in Betracht kam, Natrium- 


- 1) Vgl. hierzu C. Neuberg, Virchows Archiv 192, 514, 1908. 
2) E.Salkowski, Deutsche med. Wochenschr. 1888, Nr. 16. 
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fluorid benutzt, dessen Gehalt in allen Versuchen bis auf 0,75°/, 
gebracht wurde. Der GleichmaBigkeit wegen wurden auch die Car- 
cinomzellenaufschwemmungen mit 0,75°/, Natriumfluorid versetzt. 

Als Ma8 stattgefundener Einwirkungen konnte einfach die 
Menge nicht koagulablen Stickstoffes dienen, die nach 48 Stunden 
einmal in der gemeinsam bei 38° digerierten Mischung von 
Serum plus Carcinomzellen, dann in den fir sich bei 38° di- 
gerierten und erst unmittelbar vor der Verarbeitung vereinigten 
Portionen von Serum undCarcinomzellen gefunden wurden. Durch 
diese Versuchsanordnung ist man unabhangig von jeglichen im 
Blutserum und im Zellenbrei an sich eintretenden Veranderungen. 

Die Bestimmung des nicht koagulablen Stickstoffes geschah 
in bekannter Weise. 

Gemeinsam digerierte Mischungen zeigten schon AuBer- 
lich unverkennbare Differenzen. Innerhalb 48 Stunden war es 
in den normales Serum von Mensch oder Rind enthaltenden 
Proben zu einer weitgehenden, Sfters fast vélligen Auflésung der 
zugesetzten Carcinomzellen gekommen, bei den mit dem Serum 
Krebskranker digerierten Proben fanden sich dagegen die 
Carcinomzellen zusammengeklebt am Boden, meistens fast 
typisch agglutiniert; statt Zellauflésung war lediglich Agglu- 
tination erkennbar. Die Krebszellen waren aber innerhalb 
48 Stunden niemals bei der Digestion fiir sich (so wenig wie 
in Beriihrung mit carcinomfremden Seris, in denen sie sich ja 
zu einer leicht getriibten Fliissigkeit auflésten), verklumpt. 


A. 300 ccm Carcinomzellensuspension, die aus 250 g 
urspringlichen Lebermetastasen hergestellt war. 


I. Gemeinsame Digestion von: er tery ad 
1, 20,0 com Carcinomzellensuspension 
+ 20,0 com Rinderblutserum ... . 105,8 com */;99-H,SO, 
2. 20,0 com Carcinomzellensuspension 
+ 20,0 com norm. Menschenblutserum 117,4 ,, i 
3. 20,0 ccm Carcinomzellensuspension 
+ 20,0 com Krebsblutserum ... . 80,0 
II. Getrennte Digestion und nach- 
herige Mischung zur Analyse von: 
4. 20,0 com Carcinomzellensuspension; 
20,0 com Rinderblutserum ..... ws « - 
5. 20,0 com Carcinomzellensuspension; 
20,0 ccm norm. Menschenblutserum . 100,3 ,, “ 
6. 20,0 cem Carcinomzellensuspension; 
20,0 com Krebsblutserum .... . 79.6 , J 
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348 C. Neuberg: 


B. 200 ccm Carcinomzellensuspension, die aus 200 g 
urspringlichen Lebermetastasen gewonnen war. 
Nicht koagulabler N 


I. Gemeinsame Digestion von: entsprechend 
7. 15,0 com Carcinomzellensuspension 
+15,0 com Rinderblutserum ... . 83,5 ccm "/199°-H,SO, 
8. 15,0 com Carcinomzellensuspension 
+ 15,0 com norm. Menschenblutserum yy: a 
9. 15,0 com Carcinomzellensuspension 
+15,0 ccm Krebsblutserum ... . 65,2 , 


II. Getrennte Digestion und nach- 
herige Vereinigung zur Analyse von: 


10. 15,0 com Carcinomzellensuspension; 





15,0 cem Rinderblutserum .... . 73,4 
11. 15,0 ecm Carcinomzellensuspension ; 

15,0 cem norm. Menschenblutserum . 65,6, e 
12. 15,0 cem Carcinomzellensuspension ; 

15,0 com Krebsblutserum ..... 64,9 ,, m 


C. Carcinomzellensuspension und Sera wie sub A. 
Nicht koagulabler N 


I. Gemeinsame Digestion von: enteprechend 
13. 50,0 com Carcinomzellensuspension 
+ 100,0 ccm Rinderblutserum. .. . 49,9 ccm "/;9-H,SO, 
14. 10,0 ccm Carcinomzellensuspension 
+ 10,0 com Krebsblutserum ... . 40,2 , "/199-HeSO,4 


Il. Getrennte Digestion und nach- 
herige Mischung zur Analyse von: 


15. 50,0 ccm Carcinomzellensuspension ; 





100,0 cem Rinderblutserum ... . 43,3, "/19-H,SO, 
16. 10,0 cem Carcinomzellensuspension; 
10,0 ccm Krebsblutserum .... . 40,0 ,, "/199-H,SO, 


Aus den angefiihrten Beispielen ergibt sich folgendes: 

In den Fallen, wo Carcinomzellenbrei +- normalem mensch- 
lichen oder tierischen Serum zusammen digeriert ist, befindet 
sich mehr nicht koagulabler Stickstoff in Lésung als bei ge- 
trennter Digestion; dagegen besteht kein deutlicher Unterschied 
zwischen den gemeinsamen und getrennten Digestionen von 
Krebszellen und Carcinomserum. Dieses Ergebnis steht im Ein- 
klange mit dem makroskopischen Befunde, daB normale Sera, 
aber nicht Krebsblutsera, Carcinomzellen in Lésung bringen. 

In anderem Zusammenhange hat H. Salomon?) Versuche iiber die 


Einwirkung von Serum auf die Autolyse von Carcinomextrakten bzw. 
von CarcinompreBsaften angestellt. Wenn auch der Autor selbst auf 


1) Wiener klin. Wochenschr. 57, 122, 1907. 
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die dabei erhaltenen Ergebnisse keinen besonderen Wert legen will (I. c.), 
so sei doch gegen die Versuchsanordnung namentlich ein prinzipielles Be- 
denken geltend gemacht. Salomon vergleicht die N-Zahlen, die nicht car- 
cinomatéses Serum + Krebssaft und Carcinomserum + Krebssaft je zu Beginn 
und am Ende der Autolyse liefern. Nun ist keineswegs erwiesen, daB der 
Gehalt des Serums — und namentlich nicht der Sera unter allen miég- 
lichen, wenn auch carcinomfreien Zustanden, die Salomon benutzt hat — 
an autolytischen Fermenten konstant ist; vielmehr spricht alles dagegen. 
Darum sind die Sera in der angegebenen Richtung nicht miteinander direkt 
vergleichbar. Ein solcher Einwand besteht gegen meine oben beschriebene 
Versuchsanordnung nicht; hier wird der EinfluB des Serums durch ge- 
trennte und gemeinsame Digestion genau gleicher Materialien 
gemessen. 

Zur Erklarung des Punktes, daB getrennte und gemeinsame Auto- 
lysen von Carcinomzellen und Krebsserum (im Gegensatz zur Verwendung 
von normalem artgleichen oder artfremden Serum) ziemlich gleiche Quanti- 
titen nicht koagulablen Stickstoffs liefern, kann man eine ahnliche An- 
nahme heranziehen, wie sie verschiedene Autoren fiir den erhéhten Gehalt 
des Carcinomserums an eigentlichem Antitrypsin gemacht haben. Man 
kénnte sich nimlich vorstellen, ohne mit dieser Ausdrucksweise etwas pra- 
judizieren zu wollen, daB gegen ,, Tumorenzyme“, die ja beim Zerfall von 
Geschwulstmasse leicht in die Zirkulation geraten kénnen, der krebskranke 
Organismus antiautolytische Fermente bildet. Diese Antikérper befinden 
sich dann im Blut, das sich so oft als der Sitz antiproteolytischer Krifte 
gezeigt hat, und hindern hier die Auflésung von Carcinomzellen, so wie das 
normale Serum sonst tryptische Wirkungen normaler Organe oder deren 
Sekrete hemmt. 


Es braucht zunachst nicht erértert zu werden, ob es sich 
hier einfach um Erscheinungen der gewoéhnlichen Autolyse han- 
delt, oder ob Immunitatsreaktionen, wie die Cytolyse, mit im 
Spiele sind. Es sind ja auch seit H. Conradis') Untersuchungen 
Beziehungen zwischen beiden Gebieten angebahnt. Die Frage 
nach einer die Autolyse hemmenden Wirkung des Blutes an 
sich kommt ebenfalls nicht in Betracht; denn sie miifte sich 
in gleicher Weise bei allen Seris geltend machen. Unter den 
obigen, ganz gleichartigen Versuchsbedingungen tritt sie nur 
bei dem Verhalten von Krebsserum gegen Krebszellen zutage. 
AuBerdem haben L. Preti®) und A. v. Drjewezki*) unter 
E. Salkowskis Leitung gezeigt, daB normale Organe auch in 
Blut der Autodigestion unterliegen, wahrend das Blut selbst 


1) Beitrage z. chem. Physiol. u. Pathol. 1, 193, 1902. 
2) Zeitschr. f. physiol. Chem. 52, 485, 1907. 
3) Diese Zeitschr. 1, 229, 1906. 
23* 
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nach M. Oker-Blom’) nicht, nach L. Preti*) nur wenig auto- 
lysiert.*) 

Die bisherigen Versuche konnten ausschlieBlich mit Carcinom- 
material von der Leiche ausgefiihrt werden, und es muB weiteren, 
viel zahlreicheren Untersuchungen an lebensfrischen Krebs- 
elementen vorbehalten bleiben, ein Urteil iiber die Bedeutung, 
Konstanz und Spezifitat der Erscheinungen zu gewinnen. Dann 
wird man auch der Frage niher treten kénnen, ob sich das 
Agglutinationsphinomen‘) diagnostisch (zur Priifung von krebs- 
verdaichtigem Serum mittels notorischer Krebszellen) verwerten 
1a8t, ob prognostisch (nach Operationen) sich etwas iiber das 
Schicksal vielleicht vorhandener Metastasen (auf Grund der lésen- 
den Kraft des Serums fiir Carcinomzellen) aussagen laBt. Auch 
fiir die biologische Deutung des Serumantitrypsins Carcinoma- 
téser, dessen Existenz Brieger, Salomon und v. Bergmann 
festgestellt haben, und fiir die von A. Bier beobachtete lésende 
Wirkung artfremden Blutes auf Tumoren kénnten sich neue 
Gesichtspunkte ergeben. 

Die vorliegenden Versuche sind aus Mitteln bestritten, fiir 
deren Gewahrung ich dem Deutschen Zentralkomitee fiir Krebs- 
forschung auch an dieser Stelle bestens danke. 

Erganzung zu unserer Arbeit: 

Beziehungen zwischen Trypsin und Erepsin. 
Von 
K. GlaeBner und A, Stauber. 
Diese Zeitschr. 25, 204. 

Durch ein Versehen ist der Befund von Frank und Schitten- 
helm®) iiber das Vorkommen des Erepsins in den menschlichen Faeces 
nicht in die Literaturangaben unserer Arbeit aufgenommen worden. Diese 
Autoren konnten sowohl durch Versuche mit Seidenpepton, als durch 


die Spaltbarkeit eines fiir Trypsin unangreifbaren Pe ptids den naheren 
Nachweis fiir das Vorkommen von Erepsin (neben Trypsin) in den Faeces 


erbringen. 
1) Skandinav. Arch. 14, 48. 


%) Le. 

%) Serum wohl noch weniger als Gesamtblut, da ihm die Enzyme 
der Formelemente, besonders der Leukocyten, fehlen (vgl. Ascoli und 
Moreschi, Lavori dell’ XI. Co 0 Medico, Roma 1902). 

4) Siehe E. Freund und G. Kaminer, diese Zeitschr. 20, 312, 1910. 

5) Zentralbl. f. d. ges. Physiol. u. Pathol. des Stoffwechsels 1909, 
Nr. 23 und 1910, Nr. 2. 











Die Abhingigkeit der Pflanzenatmung von den Lipoiden. 
Von 
W. Palladin und E. Stanewitsch. 


(Aus dem pflanzenphysiologischen Laboratorium der Universitat 
in St. Petersburg.) 


(Eingegangen am 6. Mai 1910.) 
Mit 4 Figuren im Text. 


Die Bezeichnung ,,Lipoide‘‘ wurde von Overton’) ein- 
gefiihrt. Nach der Formulierung Ivar Bangs*) sind ,,die 
Zellbestandteile, die durch Ather oder ahnliche Lésungsmittel 
extrahiert werden kénnen, Lipoidstoffe“. 

Durch derartige Lésungsmittel werden auBer Fetten und Fett- 
siuren die verschiedenartigsten Stoffe extrahiert. Hierher gehéren erstens 
Cholesterin und Phosphatide. Letztere Bezeichnung ist von Thudi- 
chum) eingefiihrt. Sie bezieht sich auf phosphorhaltige, in Ather und 
Alkohol lésliche organische Verbindungen. Die neuesten Untersuchungen 
haben erwiesen, da8 Phosphor nicht die einzige in Lipoiden enthaltene 
Mineralsubstanz ist. So zeigte Glikin*), daB die Hialfte des Eisens in 
Frauen- und Kuhmilch in Lipoidform vorhanden ist. Das Eisen ist 
auch in den Blutlipoiden enthalten.5) Winterstein und Stegmann‘®) 
fanden in Ricinusblattern ein Lipoid mit bedeutendem (6,74%) Calcium- 
gehalt. Stern und Thierfelder fanden Calcium im Phosphatid aus 
Eigelb. Ejiner von uns’) fand Calcium im Lipoid aus Weizenkeimen. 


1) Overton, Studien iiber die Narkose. Jena 1901. 

2) Ivar Bang, Biochemie der Zellipoide (Asher und Spiro, Er- 
gebn. d. Physiol. 6, I. u. IL. 138, 1907). 

*) Thudichum, Die chemische Konstitution des Gehirns des 
Menschen und der Tiere. Tubingen 1901. 

4) W. Glikin, diese Zeitschr. 21, 348, 1909. 

5) W. Glikin, diese Zeitschr. 22, 461, 1909. 

6) E. Winterstein und Stegmann, Zeitschr. f. physiol. Chem. 
54, 527, 1909. 

7) W. Palladin, Noch nicht verdffentlichte Arbeit. 
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In Pflanzen sind Kohlenhydrate enthaltende Phosphatide sehr verbreitet. ') 
DaB wir es in diesem Falle nicht mit Adsorptionserscheinungen, sondern 
mit komplizierten chemischen Verbindungen zu tun haben, zeigen die Unter- 
suchungen von Baskoff?). Er erhielt kiinstliche Verbindungen von Glucose 
und Spaltungsprodukten des Lecithins. C. Neuberg und H. Pollak*) 
haben andererseits festgestellt, daB sich in wasseriger Lésung von Robr- 
zucker bei Gegenwart von Chloroform, Phosphoroxychlorid und frisch ge- 
gliihtem Atzkalk ein Kalksalz des Monophosphorsiureesters des Rohr- 
zuckers bildet. Zu den kohlenhydratfiihrenden Phosphatiden der tierischen 
Organismen gehért auBer Jecorin noch das Carnaubon‘*). F. Hoppe- 
Seyler®) nahm schon an, daB Lecithin mit EiweiB eine Verbindung 
bilde. L. Lie bermann®) schied aus dem Magen ein in Alkohol ldésliches 
Lecithinalbumin aus, das beim Kochen mit Alkohol zerfallt und Leci- 
thin liefert. Héchstwahrscheinlich kommen die Lipoide sowohl in 
Pflanzen als auch in Tieren hauptsiachlich in Verbindung mit Eiweib- 
stoffen vor. Durch Kochen mit Alkohol werden sie gespalten. Zu- 
gunsten dieser Ansicht sprechen die Versuche von Bondi und EiBler’). 
Sie erhielten Lipoproteide aus Verbindungen von Fettsiuren mit Amino- 
siuren. Diese Verbindungen sind in Alkohol léslich und werden von 
autolytischen Fermenten gespalten.*) Angesichts einer solchen Mannig- 
faltigkeit der chemischen Struktur der Lipoide einerseits und ibrer aus- 
gesprochenen Fahigkeit zu Adsorptionserscheinungen andererseits ist es 
verstindlich, da®B wir noch keine ganz befriedigenden Methoden zur 
Trennung der Lipoide und Phosphatide besitzen. °) 

Dessenungeachtet sprechen die zahlreichen nunmehr vorhandenen 
Untersuchungen iiber Lipoide dafiir, daB diesen Kérpern eine hervor- 
ragende Bedeutung fiir das Leben der Zelle zukommt.!°) So glaubt 


1) O. Hiestand, Historische Entwicklung unserer Kenntnisse iiber 
die Phosphatide. Beitrige zur Kenntnis der pflanzlichen Phosphatide. 
Zirich 1906. — E. Winterstein und O. Hiestand, Zeitschr. f. 
physiol. Chem. 54, 288, 1908. — E. Winterstein, 1. c., 58, 500, 1909. 
— E. Winterstein und K. Smolenski, 1. c., 58, 506, 1909. — 
K. Smolenski, 1. c., 58, 522, 1909. 

2) Baskoff, Zeitschr. f. physiol. Chem. 61, 426, 1909. 

3) C. Neuberg und H. Pollak, diese Zeitschr. 23, 515, 1910. 

*) E. K. Dunham und C. A. Jacobson, Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 64, 302, 1910. 

5) F.Hoppe-Seyler, Med. chem. Untersuchungen, 1867, Heft 2, 215. 

6) L. Liebermann, Pfliigers Archiv f. Physiol, 54, 573, 1893. 

7) 8S. Bondi und F. EiBler, diese Zeitschr. 23, 499, 1910. 

8) S. Bondi und F. EiBler, diese Zeitschr., 1. c., S. 510. 

%) E. Schulze und E,. Winterstein, Phosphatide. Abder- 
haldens Handbuch der biochemischen Arbeitsmethoden 2, 256, 1909. 
Es liegen auch mikrochemische Untersuchungen iiber die Verteilung der 
Lipoide vor: C. Ciaccio, Centralbl. f. Pathol. 20, Heft 9, 1909. 

10) Ivar Bang, Biochemie der Zellipoide II. (Ergebn. d. Physiol. 8, 
463, 1909.) 
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Kossel?), daB jedes Protoplasma ausnahmslos immer Lecithin enthilt. 
Die ausgedehnten Untersuchungen E. Schulzes*) und seiner Mit- 
arbeiter, Stoklasas?) und anderer Forscher haben die weite Ver- 
breitung der Phosphatide im Pflanzenreiche festgestellt. AuBerdem 
zeigen viele Beobachtungen, da8 die Hauptorgane reicher an Phospha- 
tiden als die Nebenorgane sind. So fand Nerking*) in verschiedenen 
Organen des Kaninchens folgende Lecithinmengen: Riickenmark 35,18°/,, 
Gehirn 12,41°/,, Nieren 5,02°/5, Muskeln 2,59°/,, Blut 0,863°/,. In den 
Samen begleitet nach Stoklasa*) das Lecithin die EiweiSstoffe. Je 
mehr Eiwei8 die Samen enthalten, desto reicher sind sie an Lecithin: 


EiweiB Lecithin Fett 
Lupinus luteus. . 38,25 1,59 4,38 
Pisum sativum. . 23,13 1,23 1,89 
Cannabis sativa . 18,23 0,88 32,58 
Helianthus annuus 14,22 0,44 32,26 
Zea mays .... 9,12 0,28 4,36 


Junge und lebenskriftige Organe sind reicher an Phosphatiden als 
alte Organe. Maxwell®) fand z. B., daB die Keimung der Samen am 
Licht von einer Zunahme des Lecithins begleitet wird. In Samen von 
Phaseolus vulgaris waren 0,933 Lecithin enthalten; in jungen Keimlingen 
1,841 und spiter 3,23. Nach Vageler’) fillt eine starke Zunahme 
der pflanzlichen Phosphatidenmenge mit der Bliite- und Fruchtanlage- 
zeit zusammen. Nach Glikin*) sind im Knochenmark eines neu- 
geborenen Hundes iiber 37°/, Lecithin enthalten; nach 5 Wochen — 
18,6°/,, und nach 10 Wochen — 9,5°/9. Zugunsten der wichtigen Be- 
deutung der Phosphatide fiir das Leben der Zelle spricht jener Umstand, 
daB dieselben ebenso wie die EiweiSstoffe leicht zerfallen. 

Beim Keimen der Samen im Dunkeln nimmt die Menge des Leci- 
thins ab. *) 


1) A. Kossel, Chemische Zusammensetzung der Zelle. Chem. 
Centralbl. 2, 38, 1891. 

2) E. Schulze und E. Steiger, Zeitschr. f. physiol. Chem. 13, 
365, 1889. — E. Schulze und A. Likiernik, l.c., 15. — E. Schulze 
und Winterstein, I. c., 40, 101. — E. Schulze und 8S. Frankfurt. 
Landw. Versuchsstationen 43. — E. Schulze, l. c., 49, 203. 

3) J. Stoklasa, Sitzungsber. d. Wien. Akad. Math. - Naturw. 
Kl. 104, Abt. I, 1896. Zeitschr. f. physiol. Chem. 25, 398, 1898. 

4) Nerking, diese Zeitschr. 10, 193, 1908. 

5) Zitiert nach Czapek, Biochemie d. Pflanzen 2, 158, 1905. 

6) W. Maxwell, Chem. Centralbl. 2, 472, 1891. 

7) H. Vageler, diese Zeitschr. 17, 189, 1909. 

8) W. Glikin, diese Zeitschr. 4, 235, 1907. 

%) E. Schulze und E. Steiger, Lc. — L. Iwanoff, Ber. d. 
Deutsch. botan. Ges. 1902. — W. Zaleski, |. c., S. 426; 1907, 349. 
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E. Schulze und Winterstein') glauben, daB der Zerfall des 
Lecithins durch ein besonderes Ferment hervorgerufen wird. Dafiir 
spricht der Zerfall des Lecithins bei der Hefeautolyse.*) Nicht minder 
als Phosphatide sind auch andere phosphorfreien Lipoide verbreitet. Dar- 
unter sind die Cholesterine und Phytosterine*) besonders beachtenswert. 

Die Lipoide sind fast an allen physiologischen Vorgingen beteiligt. 
In erster Linie ist ihr Verhiltnis zu den fermentativen Prozessen be- 
merkenswert. Noch A. Schmidt?) hat gezeigt, daB die Lipoide (seine 
zymoplastischen Substanzen) die Blutgerinnung beschleunigen. Kiittner*) 
fand, da8 Lecithin je nach seiner Quantitaét bald stimulierend, bald 
hemmend auf die Fermentarbeit wirkt. Die Lipoide kénnen auch als 
Gegengift funktionieren. 

In diesem Sinne beeinfiuBt z. B. das Cholesterin die Saponine.°®) 

Die Lipoide bilden einen Bestandteil der protoplasmatischen Haut- 
schicht, obgleich ihre Bedeutung in letzterer Beziehung von Overton®) 
stark iiberschitzt worden ist, wie die Untersuchungen von Nathan- 
sohn’) und Ruhland®) erwiesen haben. Nach Ruhland ,,soll die 
Méglichkeit nicht bestritten werden, daB in gewissen Fallen die in 
der Zelle zweifellos weitverbreiteten fettartigen Kérper das Eindringen 
mancher Verbindungen begiinstigen bzw. hemmen kénnten, aber es er- 
scheint mir doch keinesfalls angingig, die diosmotischen Eigenschaften 
der lebendigen Zelle allgemein auf eine so einfache Formel, wie sie die 
Lipoidhypothese bildet, bringen zu wollen.‘*®) Die regulatorische Tatig- 
keit der Hautschicht des lebenden Protoplasmas ist viel zu kompliziert, 
um durch die Lipoidhypothese allein erklirt werden zu kénnen. Sehr 
eigentiimliche Eigenschaften des Lecithins sind dureh die Unter- 
suchungen Werners?°) bekannt geworden. Das der Einwirkung von 
Radium oder Réntgenstrahlen ausgesetzte Lecithin wird aktiviert und 
wirkt, wenn es eingespritzt wird, ebenso wie die erwihnten Strahlen. 
Die einzelnen Bestandteile des Lecithins lassen sich dagegen nicht 
aktivieren. 

Schadliche Einwirkungen werden von einer Verinderung der Li- 

poidmenge im Organismus begleitet. So fand z. B. N. Sieber), daB 


1) E. Schulze und Winterstein, Zeitschr. f. physiol. Chem. 
40, 101, 1903. 

2) Ivar Bang, l. c. — F. Réhmann, Biochemie. Berlin 1908. — 
Czapek, Biochemie der Pflanzen. 

8) A. Schmidt, Zur Blutlehre. Leipzig 1892, S. 99 bis 105. 


4) A. Kiittner, Zeitschr. f. physiol. Chem. 50, 472, 1906 bis 1907. 


5) A: Windaus, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 42, 238, 1909. 
®) Overton, Studien iiber die Narkose. Jena 1901. 

7) Nathansohn, Jahrb. f. wissensch. Bot. 39, 607, 1904. 

8) Ruhland, Jahrb. f. wissensch. Bot. 46, 1, 1909. 

%) Ruhland, lL. c., S. 54. 

10) Werner, Deutsche med. Wochenschr. 31. 

11) N. Sieber, diese Zeitschr. 23, 262, 1909. 
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der AlkoholgenuB eine Abnahme der Phosphatide nach sich zieht. Bei 
Hunden wurde eine Abnahme hauptsachlich im Gehirn wahrgenommen 
(11°/,); die Magenwinde zeigten dagegen ein Abnahme von nur 
0,57 %. 

Nach den Versuchen von Stepp!) ist eine lipoidfreie Nahrung 
zur Erhaltung des Lebens ungeeignet. Er fiitterte weiBe Miause mit auf 
Milch gebackenem Weizenbrote, das getrocknet und mit 95°/,igem 
Alkohol und Ather extrahiert worden war. Simtliche Versuchstiere 
kamen nach einigen Tagen um. Die Kontrolltiere dagegen, die dasselbe 
Brot mit Zugabe der extrahierten Stoffe erhielten, blieben am Leben. 
Der Tod der Mause war nicht eine Folge von Lecithinmangel, da nach 
Réhmann®) dieser Umstand ohne Bedeutung ist, sondern er wurde 
durch das Fehlen irgendwelcher anderweitiger Stoffe hervorgerufen. Es 
werden also die alten Versuche von B. Danilewsky®*) bestatigt, der 
zuerst auf die wohltatige Einwirkung des Lecithins auf die Entwicklung 
von Kaulquappen, Hunden und Pflanzen hinwies. Die giinstige Wirkung 
des Lecithins auf das Pflanzenwachstum wurde auch von Stoklasa‘*) 
festgestellt. 

Alle angefiihrten Beispiele zeigen uns, da® nicht nur die 
EiweiB8stoffe in der Zelle einer hesonderen Beachtung von seiten 
der Physiologen wert sind. ,,In jeder Zelle existiert aber 
eine andere Kategorie von Kérpern, die eben diese postulierte 
Labilitét und Reaktionsfahigkeit besitzen, die sich nur mit dem 
Tode verandern, die unter sich aus sehr verschiedenartigen Sub- 
stanzen bestehen und trotzdem intravital wahrscheinlich als 
biochemische Einheit vorkommen, die intim mit den EiweiB- 
kérpern verbunden sind, die in vitro EiweiB- und anderen 
Kérpern neue Eigenschaften verleihen kénnen, und die endlich 
einige der wichtigsten biologischen Eigenschaften der lebendigen 
Zelle darstellen. Diese Kérper sind die Lipoidstoffe.‘*) 

Es gab eine Periode in der Protoplasmaforschung, als man 
das Protoplasma aus Eiwei8kérpern bestehend ansah. Die von 
Reinke®) ausgefiihrten Analysen der Plasmodien von Aetha- 
lium septicum zerstérten diese Ansicht. Im Protoplasma 
fand man Korper von der verschiedenartigsten chemischen Zu- 


1) W. Stepp, diese Zeitschr. 22, 452, 1909. 

2) F. Réhmann, Biochemie. Berlin 1908. 

3) B. Danilewsky, Compt. rend. 123, 195, 1896. 

4) J. Stoklasa, Sitzungsber. d. Wien. Akad., Math. - Naturw. 
KI. 104, Abt. I, 1896. 

5) Ivar Bang, Ergebn. d. Physiol., 6, 135, 1907. 

6) J. Reinke und Rodewald, Studien iiber das Protoplasma. 
Berlin 1881. 
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sammensetzung. Ca. 50°/, der Substanz bestand aus Nicht- 
eiweiBverbindungen.') Das Protoplasma erschien als eine durch 
bestimmte Struktur ausgezeichnete Mischung von verschiedenen 
Verbindungen. Dieser Struktur wurde besondere Aufmerksam- 
keit gewidmet. Deshalb wurden die Bezeichnungen _,,Proto- 
plasma“ und ,,Kern“ im morphologischen Sinne gebraucht. Die 
Untersuchungen der letzten Jahre sprechen immer mehr gegen 
die Ansicht, daB das Protoplasma ein Gemenge von verschie- 
denen Stoffen sei. In der lebenden Zelle scheinen die das 
Protoplasma zusammensetzenden Verbindungen ein Ganzes zu 
bilden, obgleich viele Teile dieses Ganzen sehr lose aneinander ge- 
bunden sind. Von diesem Standpunkte ist die Bezeichnung ,,Proto- 
plasma‘ auch als eine chemische aufzufassen. Das Protoplasma 
ist ein sehr groBes und sehr labiles Molekiil. Nach dem Tode zer- 
fallt das Protoplasma in einzelne selbstindige Stoffe, die dfters 
neue Verbindungen untereinander bilden. Gleichwie das Radium- 
atom in seine Bestandteile zerfallt, so zerfallt auch dieses groBe 


‘lebendige Atom in seine Elemente beim Abtéten des Proto- 


plasmas. 

Dank ihrer Fahigkeit, sich mit den verschieden- 
artigsten Stoffen zu verbinden,*) funktionieren die 
Lipoide sozusagen als ein Zement, der im lebenden 
Protoplasma die verschiedensten Stoffe zu einem 
Ganzen verbindet. Als Beispiel soll folgendes dienen: Schon 
Hoppe-Seyler*) vermutete, daB das Chlorophyll eine lecithin- 
artige Substanz sei. Die Untersuchungen von Stoklasa‘) 
zeigten, daB zwischen der Lecithin- und Chlorophyllmenge im 
Blatte ein inniger Zusammenhang besteht. Er behauptet des- 
halb, da8 das Blattgriin eine Verbindung mit dem Lecithin 
vorstelle. Obgleich die genauen Untersuchungen von Will- 


1) Vgl. auch die Analyse der Eiterzellen. O. Hertwig, Die Zelle 
und die Gewebe, 1893, S. 17. 

2) ,.Seiner Formel nach miiBte das Lecithin ein amphoterer Elektrolyt 
sein, d. h. gleichzeitig den Charakter einer Saéure und Base haben. 
Dies scheint es ihm zu erméglichen, sich mit seiner sauren oder basi- 
schen Gruppe an die entsprechenden Gruppen des EiweiBes anzulagern.“ 
F. Réhmann, Biochemie, 1908, 8S. 99. 

3) F. Hoppe-Seyler, Zeitschr. f. physiol. Chem. 3, 340; 4, 193; 
5, 75. 

4) J. Stoklasa, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 29, 2761, 1896. 
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statter’) gezeigt haben, daB das reine Chlorophyll keine Lecithin- 
verbindung sei und von allen Aschenelementen nur Magnesium 
und keinen Phosphor enthalt; dennoch spricht dieser Umstand 
keineswegs gegen die Ansicht, da8 das Chlorophyll in der 
lebenden Zelle an Lecithin gebunden sei. Das Chlorophyll ist 
keine einfache Zumengung zum Protoplasma des Chlorophyll- 
korns, sondern es bildet mit demselben ein einheitliches Ganzes. 
Als Verbindungsglied (Zement) treten die Phosphatide auf.*) 
Durch Extraktion kann man diese Bindung zerstéren und reines 
Chlorophyll gewinnen. Folgender Versuch spricht dafiir, daB 
das Chlorophyll in den Pflanzen in gebundenem Zustande ent- 
halten ist. Das Reinchlorophyll ist in Petrolither sehr leicht 
léslich. Dagegen werden aus trockenen Blattern von Mer- 
curialis perennis nach 2wéchigem Stehen bei Zimmer- 
temperatur nur minimale Spuren von Chlorophyll durch Petrol- 
ather extrahiert. Methylalkohol entzieht ihnen im Gegenteil 
sehr viel Chlorophyll. Es ist klar, daB der Petrolaéther die 
Verbindung des Chlorophylls mit dem Protoplasma nicht, Methyl- 
alkohol aber wohl zerstéren kann. Ein weiteres Beispiel bietet 
folgender Fall. Das Lecithin ist sowohl in Ather als auch in 
Alkohol léslich. Aber aus pflanzlichen und tierischen Geweben 
extrahiert Alkohol viel mehr Lecithin als Ather. Das erklart 
sich dadurch, daB ein bedeutender Teil des Lecithins an Ei- 
weiBstoffe gebunden ist und nur nach dem Gerinnen derselben 
unter dem Einflu8 des Alkohols in Lésung iibergeht.*) 

Die Atmung ist eine von den HauptéuBerungen des Zellen- 
lebens. Unsere Aufgabe war es, die Abhangigkeit der Pflanzen- 
atmung von den Lipoiden klarzulegen. Als Versuchsobjekte 
benutzten wir trockene Weizenkeime,*) die durch ihre groBe 
Atmungsenergie ausgezeichnet sind. Zur Kontrolle wurde die 


1) R. Willstatter, Annal. d. Chem. 858, 267, 1908; Zeitschr. f. 
physiol. Chem. 58, 438, 1908. 

2) Ich sage Phosphatide und nicht Lecithin, da es unbekannt ist, 
ob Stoklasa und andere Autoren reines Lecithin oder ein Gemenge von 
Phosphatiden vor sich hatten. 

3) F. Réhmann, Biochemie. Berlin 1908, 8. 99. 

4) Die Weizenkeime werden von Maggi, Ziirich, Stadtmiible erhalten. 
Leider ist die Atmungsenergie der verschiedenen Partien sehr ungleich- 
maBig. Die in vorliegender Arbeit benutzten Keime atmeten sehr ener- 


gisch. 
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Atmungsenergie von in Wasser angequollenen Keimen bestimmt. 
Die Versuchsobjekte wurden vorher mit verschiedenen Lésungs- 
mitteln extrahiert: Alkohol, Ather, Anilin, Chloroform, Essig- 
aithylester, Terpentin, Benzin, Olivendl, Aceton, Benzol und 
Toluol. Zu diesem Zwecke wurden 100 g trockener Keime ab- 
gewogen und 200 ccm Lésungsmittel aufgegossen. Nach 24 Stunden 
wurde die Fliissigkeit dekantiert und von neuem die gleiche 
Menge zugegossen. Auf diese Weise wurden die Keime wahrend 
5 Tagen extrahiert. Am fiinften Tage verlor die abgegossene 
Fliissigkeit schon ihre gelbe Farbe. Darauf wurde das Lésungs- 
mittel abfiltriert und die Keime auf mehrmals gewechseltem 
Filtrierpapier getrocknet; das Trocknen wurde bis zum voll- 
standigen Verschwinden des Fliissigkeitsgeruchs fortgesetzt, was 
gewohnlich nach 3 Tagen oder spater eintrat. 

Von den auf diese Weise extrahierten Keimen wurden 
jedesmal Portionen zu je 3g genommen und 30 Minuten in 
50 ccm der betreffenden Fliissigkeit (meistenteils Wasser) auf- 
gequollen. Um die Keime beim Aufquellen nicht zu verlieren, 
legten wir dieselben in diinner Schicht auf Stiicke von starkem 
Filtrierpapier und tauchten letztere in breite Krystallisierschalen, 
in die 50ccm der betreffenden Fliissigkeit in diinner Schicht 
eingegossen waren. Nach dem Aufquellen nahmen wir das 

Filtrierpapier mit den Keimen, ohne sie in der 
Fliissigkeit zu verlieren, vorsichtig heraus, trock- 
neten etwas und legten das zusammengerollte Papier 
mit den Keimen in ein auf Fig. 1 abgebildetes 
Rohr. Dieses Rohr wurde mit Pettenkofer- 
schen') Réhren verbunden und die Atmung der 
Keime untersucht, wobei */, Stunde vorher die 
Luft durch mit Wasser gefiillte Réhren streichen 

Fig. 1. muBte, um die im Apparat befindliche CO, zu 

entfernen. 

Jeder Versuch in gewdhnlichen Bedingungen wurde von 
einem Kontrollversuch mit Toluol begleitet: 5 com Toluol wurden 
in die Waschflaschen, durch die von CO, befreite Luft strich, 
und 3ccm Toluol in den unteren Teil der U-férmigen Réhren 


1) W. Palladin und 8. Kostytschew, Methoden zur Bestim- 
mung der Atmung der Pflanzen. (Abderhalden, Handb. d. biochem. 
Arbeitsmethoden, 8, 479, 1910.) 
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eingefiihrt. Das verdunstende Toluol wurde immer durch neues 
ersetzt. Ohne Toluolzugabe trat bald Bakterienentwicklung ein, 
in den Toluoldimpfen blieb sie dagegen aus. 

Wir wollen nunmehr zur Beschreibung der Versuche 
schreiten. 


























Versuch 1. 

Lebende Keime. In Wasser aufgeweicht. Temperatur 17,5 bis 19° C. 
Versuchsdauer ig ~~ — icneneiiiallntiee = brass =a 
CO,-Menge | CO, pro1St. | CO,-Menge | CO, pro 1 St. 

3 Stunden 352 | 11,7 54 | 84 

‘ 54,4 18,1 15,5 5,1 

| 73,3 | 24,4 116. | 3,8 

In 9 Stunden 162,9 — — — 

3 7 a — 8,0 2,7 

11 St. 15 Min. os -- 18,8 1,5 

3 Stunden — 4,5 15 

In 26 St. 15 Min. _ | — 83,8 _ 








Die im Apparat ohne Toluol befindlichen Keime fingen bald zu 
faulen an, was an der sehr raschen und intensiven Triibung der Baryt- 
roéhre und auch an dem Griinwerden des Filtrierpapiers, auf dem die 
Versuchsobjekte lagen, und an der verstirkten CO,-Ausscheidung nach 
9 Stunden zu erkennen war. Nach dem Offnen des Apparates verbreiteten 
die Keime einen widerlichen Geruch. Deshalb wurde von einer weiteren 
CO,-Bestimmung in der toluolfreien Portion Abstand genommen. Der 
Parallelversuch mit Toluol wurde fortgesetzt. 

Aus diesem Versuche sehen wir, da8B Toluol die lebenden Keime 
abtétet. Die von den Keimen ausgeschiedene CO,-Menge sinkt in den 
Toluoldimpfen mit jeder Stunde. 














Versuch 2, 
Mit Aceton extrahierte Keime. In Wasser aufgeweicht. Temperatur 
18 bis 19° C. 
Ohne Toluol Mit Toluol 
Vesmniaine § ee emeetsitis <einnoees 
CO,-Menge | CO, prolSt. | CO,-Menge | CO, pro1St. 
3 Stunden 27,5 9,1 12,0 4,0 
“ 26,1 8,7 8,3 2,7 
3 ” 25,8 8.6 7,0 | 2,3 
In 9 Stunden 79,4 27,3 | 








Wir sehen, da8B Toluol die Kohlensiureausscheidung der schon mit 
Aceton abgetéteten Keime stark beeintrachtigt. 
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a Versuch 3. 

ae Mit 95°/,igem Alkohol extrahierte Keime. In Wasser aufgeweicht. 

ie Temperatur 17 bis 17,5°C. 

yd 

ie = $$ <<< 

| ers wees tm maaan 

ie Oh Mit Toluol 

ine Versuchsdauer |——_— na — Eons: 

at saan CO,-Menge | CO, pro 1St.| CO,-Menge | CO, pro 1 St. 

7B 3 Stunden 16 | 0.5 Spuren 0 

at - 18 | 0,6 . _ 

| ee 2.8 0,9 : LL 

Pt) In 9 Stunden 6,2 | 

i Mit Alkohol abgetétete Keime scheiden nur minimale CO,-Mengen 
i aus. Toluoldimpfe vernichten in diesem Falle die CO,-Ausscheidung 





hi gh 


Dep eno 


volistandig. Deshalb schien es interessant zu untersuchen, wie sich die 
mit Toluol, dessen Dimpfe auf die Atmung deprimierend wirken, extra- 
hierten Keime verhalten wiirden. Folgender Versuch enthalt die be- 
treffenden Daten. 


















































a Versuch 4, 
RS Mit Toluol extrahierte Keime. In Wasser aufgeweicht. Temperatur 
“4 19 bis 20° C. 
i 
ff hne Tol Mit Toluol 
3 Versuchsdauer S.. — ; : eal petunia 
2 CO,-Menge | CO, pro 1St.| CO,-Menge | CO, pro 1 St. 
3 Stunden 28,3 9,4 15,0 5,0 
. 26,0 8.6 8,6 2,87 
3 ~ 27,5 9,1 10.0 3,33 
In 9 Stunden 81,8 33,6 
hy Der Versuch ergab das iiberraschende Resultat, da die mit Toluol 
extrahierten Keime energischer atmen als die mit allen (oder fast allen) 
iibrigen Lésungsmitteln behandelten. Die Toluoldimpfe iiben auch in 
diesem Falle eine sehr schadliche Wirkung aus. 
be 
- Versuch 5. 
' Mit Benzo! extrahierte Keime. In Wasser aufgeweicht. Temperatur 
; 18 bis 17,5°C. 
Ohne Toluol Mit Toluol 
Versuchsdauer , 
CO,-Menge CO, pro 18t.}| CO,-Menge | CO, pro 1St. 
3 Stunden 26,8 8.9 15,1 5,0 
26,5 8,8 13,5 45 
= a7 9,2 11,5 3,8 
In 9 Stunden 810 | 40,1 | 





Die Resultate sind dieselben wie beim Extrahieren mit Toluol. 
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Mit Oliven6!] extrahierte Keime. 


Versuch 6. 


In Wasser aufgeweicht. Temperatur 














20 bis 19° C. 
Ohne Toluol Mit T | 

Versuchsdauer , rabbis — et At me andl eae 
CO,-Menge CO, pro 1St. | CO,-Menge | CO, pro 1 St. 

3 Stunden 261 ‘| 87 2,1 | 87 

i" 27 | 16 178 | 59 

3 m 25,7 8.5 14.5 4.8 

In 9 Stunden 74,5 58,4 








Was die Extraktionsmethode mit Olivenél anbetrifft, so gleicht sie 
der oben beschriebenen; nur wurden am 5. Tage die abgepreBten Keime 


mit Ather behufs Entfernung des Oles iibergossen. Nac 


24 Stunden 


wurde der Ather abgegossen und die Keime sorgfaltig getrocknet. 
Die Toluoldimpfe iibten in diesem Falle eine sehr schwache Gift- 


wirkung aus. 


Versuch 7. 


Mit Terpentin extrahierte Keime. In Wasser aufgeweicht. Tempe- 


ratur 19° C. 





Versuchsdauer 


Ohne Toluol 
CO,-Menge | CO, pro 1St. 





Mit Toluol 
CO,-Menge | CO, pro 1St. 





3 Stunden 











24,5 8,1 172 «| 5,7 
> 21,4 7,1 Wl =| = 37 
or 21,0 7,0 70 =| 2.3 
In 9 Stunden 66,9 | 35,3 
Versuch 8. 


Mit Anilin extrahierte Keime. 


19 bis 18°C. 


In Wasser aufgeweicht. Temperatur 





Ohne Toluol 


Mit Toluol 














Versuchsdauer SR 
CO,-Menge | CO, pro1St.} CO,-Menge | CO, pro 1St. 
3 Stunden 210 | 7,0 194 | 6,4 
P 200 | 6,6 13,5 45 
3 i 17.8 5,9 11,7 3,6 
In 9 Stunden 58,8 446 | 
Versuch 9. 


Mit Chloroform extrahierte Keime. 
peratur 18 bis 17,5° C. 


In Wasser aufgeweicht. Tem- 





Ohne Toluol 


Mit Toluol 














Versuchsdauer sisehiieniaiiaialidltidisenlattinnioii i ciiainisaataiatehe a 
CO,-Menge |CO, pro 1 St.} CO,-Menge CO, pro | St. 
3 Stunden 19,3 | 6,4 9,3 3,1 
P 20,6 =| 6,8 9,0 3,0 
ae 214 | 7,1 9,0 3,0 
61,3 | 27,3 | 
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In den Versuchen 8 und 9 sind starke Gifte zum Extrahieren be- 
nutzt worden; dessenungeachtet ist die Atmungsenergie eine ziemlich 
bedeutende. Es ist zu beachten, daB im Versuch 9 die CO,-Ausscheidung 
der toluolfreien Portion ansteigt. Méglicherweise ist das die Folge einer 
Infektion. Doch auch die Toluolportion zeigt eine merkwiirdige Kon- 
stanz der CO,-Ausscheidung. 


Versuch 10. 
Mit Benzin extrahierte Keime. In Wasser aufgeweicht. Temperatur 























19 bis 20° C. 
Ohne Toluol Mit Toluol 

Versuchsdauer = oo ae =n 
CO.-Menge CO, pro 1 St.| CO,-Menge CO, pro 1 St. 

3 Stunden 16,1 5,36 22,5 7,5 

3 e 21,1 7,17 16,9 5,6 

3 S 30,0 10,0 14,5 4,8 

67,6 53,9 








Die ersten 3 Stunden atmet die Toluolportion energischer, spater 
aber sinkt die Atmungsenergie und das Verhiltnis zwischen beiden 
Portionen nahert sich dem gewdhnlichen. 


Versuch ll. 
Mit Essigaéthylather extrahierte Keime. In Wasser aufgeweicht. 
Temperatur 18° C. 








Mit Toluol 
Versuchsdauer - ; ' - ol caiemehiect 
CO,-Menge CO, pro 1 St. 
3 Stunden 12,0 4,0 
7, . 12,3 0.7 
In 20'/, Stunden 24,3 





In normalen Bedingungen, d. h. ohne Toluol, atmen die mit dem 
oben erwaihnten Lésungsmittel extrahierten Keime folgendermaBen. 


Versuch 12. 
Mit Essigithylather extrahierte Keime. Temperatur 17,5° C. In 
Wasser aufgeweicht. 





Ohne Toluol 








Versuchsdauer Ee ease ee 
CO,-Menge CO, pro 1 St. 
2 Stunden 88 | 4,41 
2 a 10,8 5,41 
In 4 Stunden 19,6 | -- 
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Versuch 13. 


Mit Athylather extrahierte Keime. In Wasser aufgeweicht. Tempe- 
ratur 19 bis 20° C. 











Ohne Toluol Mit Toluol 
Versuchsdauer a 
CO,.-Menge |CO, pro 1 St.} CO,-Menge CO, pro 1 St. 
3 Stunden 14,1 4,73 7.7 | 256 
3 “6 17,8 5,94 8,3 2,77 
3 “ 11,0 3,69 8,3 } 2,77 
In 9 Stunden 42.9 24,3 








In diesem Versuche ist die Konstanz der Atmungsenergie der 
Toluolportion bemerkenswert. 

Im niachsten Versuche werden wir sehen, welche Wirkung das Auf- 
quellen der extrahierten Keime im entsprechenden Extrakt hat. Vom 
auf dem Wasserbade kondensierten Extrakte wurde 1 ccm genommen 
und mit 49 ccm Wasser gemischt. 


Versuch 14. 


Mit Athylather extrahierte Keime. Im Extrakt aufgeweicht. Tempe- 
ratur 20 bis 21° C. 








Mit T 
Versuchsdauer " ' = 
CO,-Menge CO, pro 1 St. 
3 Stunden 7,0 2.3 
3 . 7,3 2,4 
epee 6,9 2,3 
3 ‘ 6,5 2,1 
Nach 12 Stunden 27,7 





Wir sehen, daB das Aufweichen im Extrakt gar keine 
Wirkung hervorgebracht hat. Das stand auch zu erwarten, da 
die durch das Lésungsmittel extrahierten Fette und Lipoide 
nicht mehr in die Zelle zuriickwandern und ihre friihere Lage 
darin einnehmen kénnen.*) 

Wir wollen jetzt die unter dem Einflu8 der verschiedenen 
Extraktoren wahrend der ersten Stunden ausgeschiedenen CO,- 
Mengen vergleichen. 


1) Einige von den durch Alkohol extrahierbaren Phosphatiden sind 
in Wasser léslich. Ihre Wirkung auf die Atmung wird in nachster Zu- 
kunft untersucht werden. 
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Ohne Toluol 

Extraktor in 3 Stunden 
“aaa "35,2 1 
mee soe ew 28,3 2 
reve 27,5 3 
| ee 26,8 4 
ee « Ss "SO 26,1 5 
Terpentin Aa es 24,5 6 
SS} ee ms i F 
Chloroform... . 193 | 8 
Benzin. ..... 16,1 9 
eae eae 14,1 10 
Athylessigither . . 8,8 ll 
(ar 1,6 12 














Mit Toluol Mit Toluol 
in 3 Stunden in 9 Stunden 
25,4 1 52,5 3 
15,0 | 7 33,6 7 
12,0 s 27,3 9 
15,1 6 40,1 5 
26,1 2 58,4 1 
17,2 5 35,3 6 
19,4 4 44,6 4 
93 | 10 fs ae 
22,51)| 3 539 | 2 
7,7 ll 24,3 10 
120 | 9 —_— —_— 
0 | 12 0 ll 


Das erste, was in dieser Tafel in die Augen springt, ist, 
da8 das Einfiihren von Toluol in den Apparat sofort jene 


‘\ 


* 


\ 


a 


Parra 





> 


Azeton 
Benzol 


lin 
loreform 
sin 


tunden ohne Toluol 


+ + + 4 


Phaiay 


. 2. CO,-Menge in Milli 
38 


3 
= 


mm nach 





* Olivend/ 
© Genzin 


os) 


Fig. 


Hahitiny 


o-Meng 
98 eo mit Toluol. 


nach 


Konsequenz in der CO,- 
Ausscheidung _ beseitigt, 
die wir in den toluol- 
freien Portionen  kon- 
statieren. Das tritt be- 
sonders scharf in den 
beiden beiliegenden Kur- 
ven hervor (siehe Fig. 2 
und 3). 

Wir haben also gesehen, 
wie die verschiedenen Ex- 
traktoren im allgemeinen auf 
die Atmung einwirken. Es 
war interessant, ihre Ein- 
wirkung auf das primare Sta- 
dium der Atmung — die Ga- 
rung — zu untersuchen. Zu 


1) Die mit Benzin und 
Essigither extrahierten Kei- 
me schieden wahrend der 
ersten 3 Stunden in Toluol- 
dimpfen mehr CO, als ohne 
Toluol aus. Da das vor- 
hergehende Aufweichen im 
Wasser nur kurz war, so 
entsteht die Frage, ob nicht 
das Toluol ein stirkeres Auf- 
quellen begiinstigt hatte. 
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diesem Zwecke wurde Hefanol (durch Trocknen abgetitete Hefe)*) 
genommen. 

Hefanol wurde wie oben beschrieben mit Aceton bzw. mit Alkohol 
extrahiert und 2 Portionen zu je 2g genommen: gewodhnliches Aceton 
und Alkohol-Hefanol. Dieselben wurden in die auf Fig. 1 abgebildeten 
Rohren gelegt und 50 ccm einer 20°/, igen Saccharoselésung hinzugefiigt. 











Versuch 15. 

—. «|: Gewohnliches ee 
Versuchsdauer Sateael Aceton-H. Alkohol-H. 
3 Stunden 89,5 84,7 60,0 
Se 53,6 49,7 43,5 
17/. 173,4 165,4 106,3 

7. 144,1 131,9 79,0 
274/e » 120,1 76,9 80,1 
73 Stunden 580,7 508,6 368,9 











Die Temperatur betrug 18 bis 20°C. Auch dieser Versuch ergab 
das die friiheren Ergebnisse bestitigende Resultat, daB die CO,-Aus- 
scheidung des Acetonhefanols etwas geringer als die des gewohnlichen 
und viel starker als die des Alkoholhefanols ausfiel. Doch scheidet das 
Alkoholhefanol relativ viel mehr CO, aus als Alkoholkeime. Diese Er- 
scheinung kann vielleicht dadurch erklirt werden, daB die Keime in 
lebendem, das Hefanol aber in abgetétetem Zustande mit Alkohol be- 
arbeitet wurde. Um zu zeigen, wie die Energie der CO,-Ausscheidung 
im vorhergehenden Versuche sank, ist folgende Tabelle angefiihrt, in der 
die CO,-Mengen fiir 1 Stunde umgerechnet sind. 














CO,-Menge pro 1 Stunde 
Versuchsdauer 7 
Gewohnl. Hefanol) Aceton-H. | Alkohol-H. 

3 Stunden 29,8 28,3 20,0 

ar 17,8 16,5 | 14,5 
17/, , 10,5 9,4 6,4 
2 «(C 6,5 5,9 3,5 
2714/2 » 4,3 2,7 2,9 





In den obenstehenden Versuchen ist die verschiedene Ein- 
wirkung der Lésungsmittel auf die CO,-Ausscheidung der 
Weizenkeime und des Hefanols gezeigt worden. Wovon hangt 
diese Wirkung ab? Man kann diese Frage auf verschiedene 
Weise beantworten. Um diese verwickelte Frage naher auf- 
zuklaren, wurden je 10 g Keime genommen und die Lipoide 
durch irgend ein Lésungsmittel daraus extrahiert. Das Extrakt 
wurde bis zum vollstandigen Verschwinden des Extraktgeruchs 


1) Bezogen von Anton Schroder, Miinchen, Landwehrstr. 45. 
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verdunstet und gewogen; dann wurde darin das P,O, nach 
Neumann!) bestimmt. 

In folgender Tabelle ist die Menge der Lipoide, des P,O, 
und vergleichshalber auch die wahrend der ersten 3 Stunden 
stiindlich ausgeschiedene CO,-Menge angefiihrt. 








Aceton | Benzol (Chloroform Ather  Alkohol 


CO, pro 1 Stund | | 
2 Prof snume® | 9,17 mg | 8,94 mg | 6,43 mg | 4,73 mg | 0,53 mg 





| 








Pane 0612 0,923 | 1,021 | 1,461 | 1,575 
Lipoide in g {| 0735 1,005 12 1,363 | 1,662 
Mittel...... 0,698 0,964 111 | 1,412 | 1,628 
Lipoide in °/,. . .| 6,98 9,64 | il | 14,12 | 16,28 
P,0O,ing ... .| 0,0594 | 0,0783 | 0,092 | 0,095 | 0,134 
P,0O,in %....| 0,504 0,783 | 0,92 | 0,95 | 1,34 


Diese Tabelle ist auf der beiliegenden Kurve graphisch 
veranschaulicht (Fig. 4). 


ST ne 
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Fig. 4. a: Menge der ausgeschiedenen Kohlensiure, 6: Menge der Lipoide, 
c: Menge des P,O,. 


Aus den angefiihrten Versuchen folgt : 

1. Die Atmungsenergie der durch verschiedene 
Extraktionsmittel getéteten Weizenkeime steht in 
engem Zusammenhang mit den Eigenschaften des be- 
treffenden Extraktionsmittels. 

2. Im allgemeinen 148t sich behaupten, da8B das 
betreffende Extraktionsmittel um so schédlicher auf 
die Kohlensaureausscheidung der abgetéteten Pflanzen 
einwirkt, je mehr Lipoide und Phosphor es letzteren 
entzieht. 


1) Neumann, Zeitechr. f. physiol, Chem. 37; 115. 
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3. Um abgetétete Pflanzen mit wirksamen Fer- 
menten zu erhalten, mu8B man Substanzen anwenden, 
in denen die Lipoide wenig léslich sind.') 

4. Toluoldampfe wirken schadlich auf die Kohlen- 
siureausscheidung der abgetéteten Weizenkeime 
ein. Die Giftigkeit derselben ist verschieden und 
haingt von der Natur des angewandten Extraktions- 
mittels ab. 

Welche Bedeutung haben nun die Lipoide fiir den At- 
mungsprozeB der Pflanzen ? 

Zweifellos beruht die Hauptbedeutung der Lipoide auf 
ihrem Phosphorgehalt. Die interessanten Untersuchungen von 
Harden und Young’) zeigten, da8 die Phosphorsiure an der 
alkoholischen Garung unmittelbar beteiligt ist, indem sie eine 
Verbindung mit Glucose bildet. Da der GirungsprozeB als 
das primare Stadium des Atmungsprozesses aufzufassen ist, *) 
so muBte man vermuten, daf die Phosphorséure nicht nur die 
alkoholische Garung, sondern auch die Atmung stimulieren 
wiirde, was auch durch die Untersuchungen von N. Iwanow’) 
erwiesen worden ist. Nach den Arbeiten von Harden und 
Young gewinnen auch diejenigen Wintersteins und Hiestands 
besonderes Interesse; letztere zeigten, daB viele Phosphatide 
ebenfalls Verbindungen mit Kohlenhydraten vorstellen. 

Allerdings bemerken wir keine vollkommene Proportionalitat 
zwischen der Menge des extrahierten Phosphors und dem Sinken 
der Atmungsenergie. Das kann aber von verschiedenen Um- 
standen abhiangen. Erstens extrahieren die verschiedenen 
Lésungsmittel nicht nur quantitativ, sondern auch qualitativ 
verschiedene Lipoide von ungleicher physiologischer Bedeutung. 


1) E. Buchner und seine Mitarbeiter wandten anfangs zur Ge- 
winnung von abgetéteter Hefe (Zymin) Alkohol und Ather an, gingen 
aber spiter mit Recht zum Aceton iiber, das wirksamere Praparate 
liefert (E. Buchner, Zymasegirung). Um die Pflanze abzutéten, muB 
das extrahierende Agens in dieselbe eindringen. Im entgegengesetzten 
Fall wird die Pflanze auch nach lingerem Verbleiben in heiBem Alkohol 
am Leben bleiben (W. Schubert, Flora 100, 68, 1909). 

2) Hardenund Young, Centralbl. f. Bakt., II. Abt., 26, 178, 1910, 

3) W. Palladin, diese Zeitschr. 18, 151, 1909. 

4) Nicolaus Iwanow, Bull. de |’Acad. d. Sc. de St. Petersbourg 
1910, 303 (russisch). 
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Das, was wir jetzt vorlaufig als Lecithin bezeichnen, wird 
sich mit der Zeit als verschiedene Phosphatide herausstellen. 
So ist im menschlichen Gehirn nach Frankel’) nicht 
Lecithin, sondern ein neues Phosphatid Sahidin enthalten. 
Zweitens iiben die verschiedenen Extraktionsmittel auch eine 
verschiedene Wirkung auf die physikalischen Eigenschaften des 
Protoplasmas aus. So koaguliert z. B. Alkohol die EiweiSkérper. 
Durch diesen Umstand erkliart sich vielleicht die Tatsache, da8 
mit Alkohol behandelte Weizenkeinie sehr schwach atmen. 

Wenn wir die Lipoide entfernen, so zerstéren wir die 
eat normale Plasmastruktur. Wir entziehen dem Plasma das 
ie | Bindemittel, das seine heterogenen Bestandteile zu einem Ganzen 
: aE verbindet. Einer von uns*) hat gezeigt, da8 schon die 
mechanische Zerstérung der Plasmastruktur die Atmung der 
Pflanzen sehr schadlich beeinfluBt. 

Endlich beteiligen sich die Lipoide auch an den Oxydations- 
prozessen. Viele Forscher*) haben auf die Fahigkeit der Lipoide 
zur Sauerstoffabsorption hingewiesen. 

Koch*) sagt: ,,Schon an der Luft dunkelt Lecithin, und 
beim Kephalin findet eine Art Verharzung mit solcher Ge- 
schwindigkeit statt, daB man an eine Oxydase erinnert wird.“ 

Erlandsen stellte die leichte Oxydierbarkeit des Cuorins 
fest. Einer von uns°*) zeigte, da8 in den Pflanzen der Oxy- 
dationsproze8 unter Mitwirkung besonderer Atmungschromogene 
stattfindet, die bei der Oxydation verschiedene Pigmente liefern. 
Wenn man beriicksichtigt, daB Cholesterin und andere Lipoide 
leicht verschiedene farbige Reaktionen geben, so entsteht un- 
willkiirlich die Frage, ob diese Kérper nicht vielleicht in ge- 
igi wissen Beziehungen zu den erwahnten Atmungspigmenten 
stehen? Die ersten in dieser Richtung unternommenen Vor- 
versuche sprechen zugunsten einer solchen Vermutung. Nach 
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1) 8. Frankel, diese Zeitechr. 24, 268, 1910. 
2) W. Palladin, Zeitsohr. f. physiol. Chem. 47, 44, 1906. 
3) W. Koch, Zeitschr. f. physiol. Chem. 27, 181, 1902 bis 1903. — 

A. Erlandsen, ebenda, 51, 96, 1907.— W. Heubner, Arch. f. experim. 
Pathol. u. Pharmakol. 59, 420, 1908. — H. Vageler, diese Zeitschr. 
17, 217, 1909. 

4) W. Koch, L.c., 8. 187. 

5) W. Palladin, Ber. d. Deutsch. botan. Ges. 26a, 125, 378, 389; 
27, 101, 1909. 
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Frankel und Dimitz") existieren in den Geweben Substanzen 
ungesattigter Art, die als Phosphatide erkannt wurden. Diese 
sind bei einem bestimmten Aufbau ihres Molekiils in der Lage, 
an ihrer doppelten Bindung molekularen Sauerstoff anzulagern. 
Ebenso wie die Oxydation laBt sich auch die Reduktion in 
den Geweben durch die Gegenwart und die Entwickelung dieser 
Substanzen erkléren. Dieser Substanz gaben die Verf. den 
Namen Intermediirkérper und nannten demzufolge ihre An- 
schauung iiber die Gewebeatmung die ,,Theorie der Gewebe- 
atmung durch Intermediarkérper‘‘. In den Pflanzen solcher 
Intermediarkérper sind Atmungschromogene. 


1) §. Frankel und L. Dimitz, Wiener klin. Wochenschr. 1909, 
Nr. 51. Zitiert nach Biochem. Centralbl. 9, 860, 1910. 
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Ober das Vorkommen und den Nachweis des Allantoins 
im Menschenharn. 
Von 
Karl Ascher. 


(Aus der I. medizinischen Klinik der deutschen Universitat in Prag.) 


(Eingegangen am 3. Mai 1910.) 


Die Frage, ob der menschliche Harn normalerweise Allan- 
toin enthalt, ist durch die Untersuchungen Wiechowskis (1) 
endgiiltig im bejahenden Sinne beantwortet worden. Der Mangel 
einer geeigneten Methode zum Nachweis kleinster Allantoin- 
mengen brachte es mit sich, da die friiheren Versuche, im 
Menschenharn Allantoin nachzuweisen, zu keinem Resultate ge- 


fiihrt haben. 

Nach dem heutigen Stande der Frage ist das bei jenen Unter- 
suchungen begreiflich, die nach den Methoden vorgenommen wurden, die 
Buniva und Vauquelin (2) bzw. Wéhler (3) fiir den Allantoinnach- 
weis in der Allantoisfliissigkeit der Kiihe bzw. im Kalberharn verwendet 
haben. Es handelte sich hier um das Auskrystallisierenlassen aus der 
eingeengten unbehandelten oder mit Bleiessig gereinigten Fliissigkeit (4), 
eine Methode, die einerseits bei der gréBeren Léslichkeit des Allantoins 
im Harn gegeniiber Wasser (5), andwrerseits bei der leichten Zersetzlich- 
keit des Allantoins (6) nur beim Vorhandensein von viel Allantoin Kry- 
stalle liefern konnte. Uberdies wurde hierbei zur Entfarbung gewéhn- 
lich Tierkohle verwendet (3, 7); nach unseren Erfahrungen ist anzunehmen, 
daB die geringen Allantoinmengen des Menschenharns bei Behandlung 
mit Tierkohle zum gréBten Teil adsorbiert werden und dadurch fiir den 
Nachweis verloren gehen. 

Nach Wéhlers Methode fanden kein Allantoin beim Menschen 
Frerichs und Stadeler (8), Kéhler (9) und Feith (4). Die mehr- 
fach zitierte Angabe, daB Schottin nach Eingabe von Tannin im 
Menschenharn Allantoin gefunden habe, konnte ich an der angegebenen 
Stelle (10) nicht auffinden. MeiBner (11) konnte auch nach Reinigung 
mit Baryt und Fallung mit Alkohol und Ather kein Allantoin im Men- 
schenharn finden. 
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Neuere Untersucher verwenden entweder die Fallbarkeit des Allan- 
toinsilbers durch Ammoniak [vg]. Huppert-Neubauez (12, 14 und 5)] 
oder die Fillung des Allantoins durch Quecksilbersalze. Meist begniigte 
man sich, den Stickstoffgehalt der Metallfallung zu bestimmen und da- 
nach die Allantoinmenge zu berechnen. Wahrscheinlich durch den mit- 
gefallten Harnstoff (15) gelangten manche auf diesem Wege unter Um- 
standen zu unwahrscheinlich hohen Werten fiir die menschliche Allan- 
toinausscheidung. So bestimmte Pfeifer (16) im eigenen Harn nach 
der Methode O. Loewis (14) bis itiber 2 g Allantoin. Andererseits 
fanden kein Allantoin mit Fallung durch Quecksilbernitrat oder Silbernitrat 
und Ammoniak Moscatelli (26), mit Meiners Sublimat-Alkali-Fallung 
Th. Cohn (17), O. Loewi (14) auch nicht mit der von ihm angegebenen 
Methode der Fallung mit Silbernitrat und Ammoniak nach Vorbehandlung 
mit Mercuronitrat. O. Loewi erhielt mit dieser Methode auch nach 
Thymus-Fiitterung kein Allantoin und bekam das in den KG6rper ein- 
gefiihrte nur in geringen Mengen wieder. Poduschka (5) fand fiir 
die physiologische Ausscheidung des Menschen minimale N-Werte. Bei 
einer Phosphorvergiftung fand er kein Allantoin. 

Die zahlreichen Widerspriiche auf diesem Gebiete scheinen nun in- 
soweit aufgeklart, als durch die grundlegenden Untersuchungen Wie- 
chowskis das Vorkommen von Allantoin im normalen Menschenharn 
durch Reindarstellung und exakte chemische und physikalische Charak- 
terisierung nachgewiesen wurde. Die Befunde Wiechowskis wurden 
von Schittenhelm und K. Wiener bestatigt (24). Wiechowski (13) 
fallt das Allantoin mit seinem Reagens (0,5°/, Quecksilberacetat in 20°/, 
Natriumacetat) in einer Fliissigkeit, in der das Allantoin bei sehr geringer 
Harnstoffkonzentration angereichert ist. Diese Anreicherung 
ist in dem mit Mercuronitrat oder mit Phosphorwolframsiure, Blei und 
Silber vorbehandelten Harne durch fraktionierte Fallung mit 20°/,igem 
Mercurinitrat vorzunehmen. Der Krystallisation gehen mehrfache Reini- 
gungen voraus, beziiglich derer auf die ausfiihrlichen Angaben Wie- 
chowskis verwiesen sei. 


Im folgenden méchte ich mir erlauben, zu der eben be- 
riihrten Frage iiber das Vorkommen von Allantoin im Menschen- 
harn einen kleinen Beitrag zu liefern. Die mitzuteilenden Ver- 
suche habe ich mit Unterstiitzung von Herrn Dr. O. Adler 
auf der Klinik des Herrn Hofrats Prof. Pribram ausgefiihrt; 
sie beziehen sich auf das Vorkommen des Allantoins sowohl im 
Harn des normalen Menschen als auch im Harn des Hungernden 
und des Kranken. Urspriinglich war es meine Absicht, diese 
Verhaltnisse an einer gréBeren Versuchsreihe zu studieren, allein 
das stieB insofern auf Schwierigkeiten, als es zurzeit eine orien- 
tierende Probe — etwa eine Farbreaktion — fiir Allantoin 
nicht gibt, die in einem gegebenen Fall einen raschen Einblick 
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in die qualitativen und allenfalls auch in die quantitativen Ver- 
haltnisse gestatten wiirde. So bleibt nichts iibrig, als jeden 
einzelnen Fall dem ganzen Gange der Methodik zu unterziehen, 
was jedesmal langere Zeit in Anspruch nimmt. Mit Riicksicht 
auf eine solche orientierende Probe habe ich einige Versuche 
angestellt, iiber die weiter unten berichtet wird. Im Anschlu8 
daran mochte ich einige Versuche anfiihren, die sich auf die 
Adsorption des Allantoins durch Tierkohle beziehen. Diese Ver- 
haltnisse naher zu beachten, erschien deshalb notwendig, weil 
von einigen friiheren Autoren bei der Darstellung des Allan- 
toins aus Harn die Tierkohle zur Reinigung mehrfach verwendet 
worden ist. Bei einem Stoffe, der in physiologischen Fliissig- 
keiten in so geringen Mengen vorkommt wie das Allantoin, ist 
bei Verwendung von Tierkohle oder ahnlichen Adsorbenzien die 
Adsorptionsfahigkeit dieser Substanzen in bezug auf die quanti- 
tativen Verhaltnisse nicht ohne Belang. 

Zunichst sei ein Fall mitgeteilt, bei dem es sich um die Unter- 
suchung des Harnes eines 26jahrigen gesunden Mannes handelt. Die 
Untersuchungen geschahen genau nach den Angaben Wiechowskis. 
Da jedoch in diesem Falle in methodischer Hinsicht einige unwesentliche 
Abanderungen vorgenommen wurden, die bei weiteren Fallen nicht wieder 
in Anwendung kamen, verzichte ich auf die Wiedergabe des Versuchs- 
protokolls und verweise auf die bei Fall IV (Leukiémie) gemachten naheren 
Angaben. 

Fall I. 26jahriger gesunder Mann. 

A. Tagharn: 550 com. Frei von abnormen Bestandteilen. 

Zur Allantoinbestimmung in Arbeit genommen 445 ccm. 

Zur Wagung gebracht 4 mg Allantoin. Wohl ausgebildete farblose 
Krystalle, einzeln und in Drusen. F = 235° unter Zersetzung (bei 
raschem Erhitzen). 

Farbreaktion mit Pepton und Schwefelsiure nach Wiechowski 
positiv; Violettfirbung, die durch Zusatz von Eisenchlorid deutlich ver- 
starkt wird. (Naheres iiber diese Reaktion s. u.) 

Es berechnet sich also fiir den Tagharn (550 ccm) ein Gehalt von 
5 mg Allantoin; 


B. Nachtharn: 800 ccm. 

In Arbeit genommen 530 ccm. 

Zur Wigung gebracht 2 mg Allantoin. 

Auf die Nachtportion berechnet: 3 mg Allantoin. 

Es ergibt sich also fiir die 24stiindige Menge eine Gesamtaus- 
scheidung von 8 mg Allantoin. Die tagsiiber ausgeschiedene Menge 
ist gréBer (5 mg) als die waihrend der Nacht ausgeschiedene (3 mg). Mit 
Riicksicht auf die Tatsache, daB das Allantoin beim Menschen als ein 
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Endprodukt anzusehen ist, das im Kérper nicht weiter zerstért wird, 
sondern nach Wiechowski (18) rasch wirder den Kérper verlaBt, wire 
die Méglichkeit nicht von der Hand zu weisen, daB die tagsiiber zuge- 
fiihrte Nahrung fiir den hdheren Allantoingehalt des Tagharns verant- 
wortlich zu machen sei. Auf die Méglichkeit einer alimentaren Allan- 
toinausscheidung hat Schittenhelm (33) hingewiesen. 

In der Tat ist Allantoin in Pflanzenteilen mehrfach gefunden worden. 
Schultze und Barbieri (19) fanden es in den Blattknospen von Acer 
pseudoplatanus, Schultze und BoBhard (20) bei Platanus orientalis 
bis 1°/, der Trockensubstanz beim Eindampfen des mit Bleiessig ge- 
reinigten Extraktes aus den Sprossen sowie in der Rinde von Aesculus 
Hippocastanum (in 1 kg Rinde 0,5 g Allantoin); Richardson und 
Crampton (21) in Weizenkeimen bis zu 0,5°/); Lippmann (22) im 
Riibensaft; Scurti und Perciabosco (23) in Tabaksamen. 

DaB aber auch unabhingig von der Nahrung Allantoin im 
Menschenharn vorkommt, beweist folgender Versuch, der an einem 
hungernden Menschen ausgefiihrt wurde. 

FalllIl. Ein 30jahriger gesunder Arzt nahm vom 26. Dezember 4 Uhr 
nachmittags bis 8 Uhr abends des nachsten Tages — also durch 28 Stunden 
— keinerlei feste Nahrung zu sich; in den ersten 4 Stunden der Ver- 
suchszeit wurden kleine Mengen Wasser getrunken, in den anschlieBenden 
24 Stunden auch das Trinken eingestellt. Die 24stiindige Harnmenge 
kam zur Untersuchung. Es gelang, 1 mg reines Allantoin in Krystall- 
form abzuscheiden. Mischungsschmelzpunkt mit reinem Allantoin (Merck): 
235° (unter Zersetzung). Farbreaktion mit Pepton und Schwefelsiure 
(s. u.) positiv. 

Die Menge von 1 mg erscheint im Vergleich zu der bei FallI ge- 
fundenen allerdings recht gering. Das gestattet aber nicht etwa eine 
Deutung in dem Sinne, daB die gewéhnliche Kost auf die Allantoin- 
ausscheidung von Einflu8 sein miisse. Dafiir spricht auch Fall III, 
in dem bei einer Versuchsperson, die hinreichend Nahrung zu sich 
nahm, eine 4uBerst geringe Allantoinausscheidung beobachtet 
wurde. Hier diirften eben individuelle Verschiedenheiten eine Rolle 
spielen. 

Fall III. 23jahriger Student der Medizin. 

24stiindige Harnmenge 1300 ccm; frei von pathologischen Bestand- 
teilen. Darstellung analog wie bei Fall IV. Bei allmahlichem Verdun- 
sten der letzten Fraktion schieden sich sparliche, kleinste farblose Kry- 
stalldrusen ab, die nach ihren physikalischen und sonstigen Eigenschaften 
als Allantoin anzusprechen waren. Zur Wigung erschien die Menge 
zu gering. 

Weiters wurde der Harn eines Leukamikers auf Allantoin unter- 
sucht. Vor langerer Zeit (1887) hat Stadthagen (25) bei Leukaimie 
im Harn vergeblich nach Allantoin gesucht. Es gelang ihm nicht, in 
etwa 6 1 Harn eines Leukimikers, der vorher 5 g Natriumurat bekommen 
hatte, Allantoin nachzuweisen. Er beobachtete hierbei auch, daB bei 
der Fallung des Allantoins nach MeiBner durch Sublimat unter Zusatz 
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von Alkali die Anwesenheit des Harnstoffes stérend wirke, und meinte, 
es ware zweckmaBig, den Harnstoff vor der Fillung von dem Allantoin 
zu trennen. Ubrigens fand Stadthagen auch bei Hunden kein Allan- 
toin, auch nicht nach Zufuhr von Harnsaure. 

Wir selbst konnten nach der Methode Wiechowskis bei Leuk- 
amie in einer Harnmenge, die weit geringer war als die von Stadt- 
hagen untersuchte, Allantoin in Krystallform abscheiden. 

Fall IV. Leukaimie. Harnmenge: 500 ccm. 

Das in Arbeit genommene Quantum betrug mit Einrechnung der 
Spiilwasser und nach Zusatz von so viel Schwefelsiure, daB die Lésung 
1°/,ig war, 730 com. 

Davon wurden 600 ccm mit 150 g Phosphorwolframsiure in Sub- 
stanz gefallt, vom Niederschlag auf der Nutsche abgesaugt, im Filtrat 
die tiberschiissige Séure mit Bariumhydroxyd entfernt, abermals abge- 
saugt. Ins Filtrat wird bis zu neutraler Reaktion Kohlensiure eingeleitet, 
sodann Natriumcarbonat in Substanz bis zu schwach alkalischer Reaktion 
zugesetzt und wiederum abgenutscht. Filtrat 510 ccm. Hierauf wird mit 
Salpetersiure angesiuert und 4,16 g Silbernitrat (die berechnete Menge 
zur Ausfallung des Chlors) zugesetzt. Dann wird abgenutscht und mit 
Wasser nachgewaschen. Das Filtrat erwies sich frei von Chlor und 
Silber. Die Lésung wird mit einer bestimmten Menge Mercurinitrat ge- 
fallt (ausgetastet, bis das Filtrat von dem Quecksilberniederschlag mit 
Allantoin reagiert, wobei erfahrungsgem4B alles Allantoin ausgefillt ist). 
Die Fliissigkeit bleibt 12 Stunden stehen. Dann wird die iiberstehende 
Fliissigkeit vorsichtig durch ein groBes Filter gegossen und der Nieder- 
schlag mehrmals mit Wasser dekantiert, die Spiilfliissigkeit immer nach 
volligem Absetzen auf das Filter gegossen. Die geringe Menge des 
Niederschlages, die aufs Filter geraten war, wurde zur Hauptmenge 
zuriickgespritzt und die Fallung mit Schwefelwasserstoff behandelt. Nach 
volliger Zersetzung wird der iiberschiissige Schwefelwasserstoff durch einen 
Luftstrom entfernt. Hierauf wird — ohne von dem Schwefelquecksilber 
abzufiltrieren — nach Neutralisation mit Natriumcarbonat, mit Bleiessig 
ausgefallt. Vom Niederschlag wird auf der Nutsche abgesaugt, mit 
Wasser gewaschen. Das Filtrat wird mit Schwefelwasserstoff zersetzt, 
filtriert, der Schwefelwasserstoff durch einen Luftstrom ausgeblasen, die 
Fliissigkeit mit Soda neutralisiert. Hierauf wird mit dem Allantoin- 
reagens Wiechowskis gefallt. Der Niederschlag setzte sich tiber Nacht 
ab und wurde auf einem kleinen Filter gesammelt und gewaschen, bis 
das Waschwasser nicht mehr mit Mercurinitrat reagierte. Die Fallung 
wird in eine kleine Schale gespritzt und mit Schwefelwasserstoff zerlegt. 
Hierbei trat anfangs Gelbfarbung ein, die auf noch vorhandene Ver- 
unreinigungen hinweist. Dann wird — ohne zu filtrieren — auf dem 
Wasserbade zur Trockne eingedampft, der Riickstand in wenig heibem 
Wasser gelést, durch ein kleines Filter filtriert, mit wenig Wasser nach- 
gewaschen. Das Filtrat wird auf ein kleines Volumen eingeengt. Es 
bleibt ein brauner Sirup zuriick, der, mit wenig Mercurisulfat in schwefel- 
saurer Lésung versetzt, iiber Nacht stehen gelassen wird. Dann wird 
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durch ein kieines Filter filtriert und mit wenig Wasser nachgewaschen. 
Das noch gelbliche Filtrat wird mit Schwefelwasserstoff behandelt, der 
iiberschiissige Schwefelwasserstoff durch Luft vertrieben, dann wird filtriert 
und das nunmebr farblose Filtrat mit Natriumcarbonat neutralisiert. 
Jetzt wird zum zweitenmal mit Allantoinreagens gefallt und der Nieder- 
schlag iiber Nacht absetzen gelsssen. Hernach wird durch ein kleines 
Filter filtriert, mit wenig Wasser sulfatfrei gewaschen. Der Niederschlag 
wird mit Schwefelwasserstoff zerlegt, wobei gleich Schwarzfarbung auf- 
tritt — ein Zeichen, daB Verunreinigungen in erheblicher Menge nicht 
mehr vorhanden sind. Auf dem Wasserbade wird zur Trockne einge- 
dampft, der Riickstand in wenig heiBem Wasser gelést, durch ein asche- 
freies Filterchen filtriert. Das Filtrat zeigt noch leichte Gelbfarbung. 
Nach Einengen auf ein kleines Volumen und folgendem Abkiihlen beob- 
achtet man das AnschieBen von Krystillchen. Zur Vollendung der Krystal- 
lisation wird iiber Nacht bedeckt stehen gelassen, die Krystalle mit 
wenig eiskaltem Wasser auf ein Filterchen gebracht und endlich bei 100° 
getrocknet. 

Ausbeute 4 mg Allantoin, fast farblose Krystallchen, zum 
Teil in Drusen vereinigt. F = 233 bis 234° bei schnellem Erhitzen. Re- 
aktion mit Pepton und Schwefelsiure: Violettfarbung, die durch Zusatz 
eines Tropfens sehr verdiinnter Eisenchloridlésung deutlich vertieft wird. 
Vor dem Spektroskop zeigte die Lésung ein Band im gelben Anteil des 
Spektrums. 

Auf die Gesamtmenge berechnet, ergibt sich eine Ausscheidung 
von 5,6 mg Allantoin. 

Bei einigen anderen Fallen gelang es nicht, wagbare Mengen von 
Allantoin zu isolieren. 

Im Harn einer perniziésen Animie wurde iiberhaupt kein Allantoin 
gefunden. Man kénnte daran denken, da8 die beim Menschen ohnehin 
geringe und im Vergleich mit der Tierreihe gewissermaBen rudimentar 
gewordene Allantoinbildung bei schwerem Kriifteverfall versiegt. 

Im Harn eines Patienten mit Morbus Addisoni konnte ich aus der 
5 Tage vor seinem Tode gesammelten Tagesmenge (800 ccm) keine deut- 
lichen Krystalle erhalten. Doch zeigte der Riickstand nach wiederholter 
Reinigung Neigung zur Krystallisation; ein Tropfen des mit wenig Wasser 
aufgenommenen Riickstandes zeigte, auf einem Objekttriger verdampft, 
unter dem Mikroskop Krystillchen von der Gestalt der Allantoin- 
krystalle, und da iiberdies der Rest des Riickstandes eine deutliche 
Pepton-Schwefelsiure-Reaktion zeigte, ist es wahrscheinlich, daB auch in 
diesem Falle Allantoin vorhanden war. 


Verhalten des Allantoins zur Tierkohle. 


Mit Riicksicht darauf, daB namentlich von mehreren Alteren 
Autoren Tierkohle zur Reinigung des Allantoins verwendet wurde, 
und da iibrigens in letzter Zeit dieses Adsorbens wiederum von 
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einigen Autoren in Betracht gezogen wurde, erschien es von 
Interesse, das Verhalten von Allantoinlésungen gegeniiber Tier- 
kohle zu beobachten. Auf die adsorbierenden Eigenschaften 
der Tierkohle gegeniiber Allantoin hat schon Wiechowski 
aufmerksam gemacht. 

Zu den Versuchen verwendete ich eine Lésung, die in 
100 ccm 0,1194 g Allantoin enthielt. Eine gemessene Menge 
der Lésung wurde mit einer bestimmten Menge Tierkohle 
(Carbo animalis puriss. Merck) eine bestimmte Zeit hindurch 
unter haiufigem Schiitteln auf konstanter Temperatur gehalten. 
Dann wurde von der Tierkohle méglichst rasch abfiltriert, eine 
gemessene Menge des Filtrates eingedampft und der Riickstand 
als Allantoin gewogen. Aus der Reihe der so angestellten Ver- 
suche seien die folgenden in einer Tabelle angefiihrt: 














, Gewogener | : 
Allantoin-| -,. oe | Adsorbiertes 
. Tierkohle Temperatur , Riickstand | : 
lésung - Zeit i St came Allantoin 
ccm g Grad Z | lo 
150 5 | 60 | 10Min. | 0,0388 | 66 
150 10 | 50 bP nes | 00,0122 | 91 
150 5 37 15 St. | 0,0250 | 79 
150 10 | 37 mm « _  0,0210 82 





Aus den in der Tabelle angefiihrten Versuchen ergibt sich, 
daB sehr betriachtliche Mengen Allantoin von Tierkohle zuriick- 
gehalten werden. Bei einer Temperatur von 50° und Ver- 
wendung von 10 g Tierkohle auf 150 ccm Fiiissigkeit wurden 
iiber 90°/, Allantoin zuriickgehalten, so da8 das Filtrat von 
der Tierkohle praktisch als allantoinfrei gelten konnte. Es 
trat auch mit dem so empfindlichen Wiechowskischen Reagens 
erst nach langerem Stehen eine leichte Triibung auf. Beriick- 
sichtigt man nun die Tatsache, daB in physiologischen Fiiissig- 
keiten des Menschen ohnedies oft nur sehr geringe Mengen 
Allantoin vorkommen, so kann es keinem Zweifel unterliegen, 
daB die Verwendung von Tierkohle die quantitative Ausbeute 
illusorisch machen kann, und da ferner die etwa nicht ad- 
sorbierten kleinen Allantoinmengen unter der Grenze der 
Nachweisbarkeit bleiben kénnen, so kann sich auch das Vor- 
handensein des Allantoins der Beobachtung iiberhaupt ent- 
ziehen. 
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Farbenreaktionen des Allantoins. 


Schon eingangs wurde auf den Mangel einer orientierenden 
Probe in Form einer Farbenreaktion zum Nachweis von Allantoin 
hingewiesen. Es erschien mir wiinschenswert, eine derartige 
Probe zu besitzen, um mich mit ihrer Hilfe an einer gréBeren 
Reihe von Fallen rasch iiber die Anwesenheit und, wenn mdéglich, 
auch ungefahr iiber die Menge des Allantoins zu orientieren. 

Die Furfurolreaktion gibt zwar mit Allantoin einen 
positiven Ausschlag, ist aber nach Schiff (27) bei Gegenwart 
von Harnstoff nicht verwendbar, da dieser die Reaktion eben- 
falls gibt. 

Im Jahre 1908 hat B. Tollens (28) die Naphthoresorcin- 
Reaktion zum Nachweis der Glucuronsiure im Harn be- 
schrieben. C. Tollens (29) berichtete hernach, da8B diese Reaktion 
in einer groBen Reihe von Fallen im Menschenharn einen positiven 
Ausschlag gebe. I. A. Mandel und C. Neuberg (30) sowie C. Neu- 
berg (31) haben diese Reaktion einem eingehenden Studium 
unterzogen und gezeigt, daB sie mit einer groBen Reihe anderer 
Stoffe, besonders aus der Reihe der Aldehyd- und Keto-Sauren 
ahnliche Farbungen ergibt. Sie beobachteten, daB von physio- 
logisch wichtigen Koérpern das Allantoin, das Diureid der 
Glyoxylsiure, die Reaktion genau so gebe wie die Glyoxyl- 
siure selbst. O.Sittig (32) hat bei Gelegenheit anderer Ver- 
suche in Ascitesfliissigkeiten, die zumeist dem Material der 
ersten medizinischen Klinik entstammten, haufig die Naphtho- 
resorcinprobe angewendet, ohne jedoch hieraus bindende Schliisse 
auf das Vorhandensein der Glykuronsaéure zu ziehen. und zwar 
vor allem mit Riicksicht auf die erwihnten Beobachtungen 
von Neuberg und Mandel. Sittig beobachtete sogar, daB 
unter gewissen Umstanden selbst der negative Ausfall der 
Naphthoresorcinprobe nicht unbedingt gegen das Vorhanden- 
sein von Glucuronsaéure sprechen miisse, da gelegentlich der 
positive Ausfall eine Behinderung erfahren kann. 

Mir selbst kam es darauf an, die Verwendbarkeit der 
Naphthoresorcinreaktion fiir den Allantoinnachweis zu priifen. 
Zunichst konnte ich die Angabe bestitigen, daB die Probe 
mit Glyoxylsiure einen positiven Ausschlag gibt. Doch ist 
nach meinen Beobachtungen das spektroskopische Bild hierbei 
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anders als bei Gegenwart von Glucuronséure, da diese einen 
Streifen nahe der D-Linie gibt, wahrend bei Glyoxylséiurezusatz 
ein Band weiter links, im Rot, sichtbar wurde. Dies erschien 
auch insofern von Interesse, als bei Anwesenheit gréBerer 
Mengen von Allantoin ebenfalls ein Streifen im Rot auftrat, 
der in seiner spektralen Lage mit dem Glyoxylséurestreifen 
identisch zu sein schien. Doch kame eine Unterscheidung 
gegeniiber Glyoxylséure fiir MHarnuntersuchungen vielleicht 
weniger in Betracht, da nach den Untersuchungen von 
O. Adler (33) die Gegenwart unveranderter Glyoxylsdure im 
Menschenharn bisher nicht nachgewiesen ist. Quantitative Ver- 
suche haben mir gezeigt, daB die Empfindlichkeit der Probe 
fiir Allantoin nicht hinreichend groB ist, um sie zum Nachweis 
des Allantoins in physiologischen Fliissigkeiten verwendbar zu 
machen (s. u.). 

Hierbei machte ich eine Beobachtung, die mir fiir die 
Beurteilung der Naphthoresorcinprobe im allgemeinen nicht 
ohne Interesse zu sein scheint. Wurde namlich die Naphtho- 
resorcinprobe entsprechend der Vorschrift, jedoch mit etwas 
gréBeren Mengen Naphthoresorcin angestellt, so trat auch bei 
der leeren Probe, bei Abwesenheit irgend eines zu priifenden 
Stoffes, ein deutliches Band im roten Anteil des Spek- 
trums auf, das von dem bei Gegenwart der Gly- 
oxylsdiure und des Allantoins erhaltenen nicht zu 
unterscheiden war. Ob sich bei feineren spektralen Mes- 
sungen Unterscheidungsmerkmale ergeben wiirden, vermag ich 
nicht zu sagen; doch kommen derartige Messungen fiir die 
Ausfiihrung einer orientierenden Probe wohl auch nicht in 
Betracht. Jedenfalls wird die erwahnte Tatsache bei Unter- 
suchungen mit Hilfe dieser Reaktion zu beriicksichtigen sein. 
Es sei erwaihnt, daB bei der leeren Probe auch im griinen 
Anteil des Spektrums regelmaBig ein Streifen beobachtet wurde, 
worauf bei spektroskopischen Untersuchungen ebenfalls Riicksicht 
zu nehmen ware. 

Die folgenden Versuche wurden, um eine leichtere Dosierung 
des Naphthoresorcins zu erméglichen, mit alkoholischer Naphtho- 
resorcinlésung (10 auf 100) angestellt, nachdem ich mich iiber- 
zeugt hatte, daB die Proben nicht anders ausfielen als wenn 
Naphthoresorcin in Substanz zugesetzt wird. Nur beim Aus- 
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schiitteln mit Ather muBte, wenn mehr Alkohol zugesetzt war, 
durch Wasserzusatz die Trennung der Filiissigkeitsschichten be- 
férdert werden. 

Versuch 1. 5 ccm destilliertes Wasser, 5 com rauchende Salz- 
siure, 0,6 ccm 10°/,iger Naphthoresorcinalkohol werden 60 Sekunden 
lang gekocht, nach 4 Minuten abgekihlt, mit Ather ausgeschiittelt. 
Atherextrakt griin; zeigt vor dem Spektroskop verwaschene Verdunkelung 
im Blaugriin. 

Versuch 2. Wie 1; statt 0,6 ccm Naphthoresorcinalkohol, 3 ccm; 
Extrakt braungriin (bei Verdiinnung griin), zeigt einen Streifen im Rot, 
einen andern im Griin, einen dritten — wenig deutlichen — im Gelb nahe 
der D-Linie. Bei Verdiinnung des Extraktes bleibt der Streifen im Griin, 
zuletzt als verwaschene Verdunklung, am langsten sichtbar. 

Versuch 3 und 4. Wie 1 und 2 unter Zusatz einiger Tropfen 
kaltgesittigter Allantoinlésung vor dem Kochen, Farbe und 
Spektrum des Atherextraktes unterscheiden sich in nichts 
von dem bei Versuch 1 und 2 beobachteten. 

Versuch 5 und 6. Wie 1 bzw. 2, jedoch mit Zusatz von je 5 ccm 
kaltgesattiger Allantoinlésung. Atherextrakt braunrot, bei starker 
Konzentration Ausléschung des Spektrums bis auf einen Teil des Rot. 
Bei Verdiinnung des Extraktes list sich ein Streifen im Rot von der 
umgebenden Verdunkelung los. 

Aus den beobachteten Tatsachen ergibt sich, daB die Probe 
fiir den Nachweis des Allantoins in physiologischen Fliissig- 
keiten nicht geeignet ist, da unter Umstanden schon bei der 
leeren Probe deutliche Streifen auftreten; zumindest miBte 
jeder Probe eine leere Kontrollprobe mit genau gleichen Mengen- 
verhaltnissen angeschlossen werden, um Irrtiimer zu verhiiten. 
Ubrigens ist auch die Empfindlichkeit der Probe recht gering 
(Versuch 3 und 4). 

Auf die Reaktion mit Pepton und Schwefelsaure, 
die bei der Untersuchung des rein dargestellten Allantoins mehr- 
fach erwaihnt wurde, méchte ich nur ganz kurz eingehen. 
Wiechowski hat neuerdings gefunden, da8 die Adamkiewict2- 
sche Reaktion nicht allein mit Glyoxylséure, sondern auch mit 
dem Diureid derselben, dem Allantoin (und iibrigens noch mit 
einigen anderen Stoffen) positive Resultate gibt. Zudem machte 
O. Adler neuerdings darauf aufmerksam, da8 bei der spektro- 
skopischen Untersuchung der Adamkiewiczschen Reaktion 
— nur das Ergebnis der spektroskopischen Untersuchung kann 
fiir physiologische Fliissigkeiten wie Harn in Betracht kommen — 
der Zusatz eines Tropfens verdiinnter Eisenchlorid- oder Platin- 
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chloridlésung das charakteristische breite Band viel scharfer 
zur Anschauung bringt. 

Diese Verscharfung 148t sich nach Wiechowski auch mit 
Vorteil zum Nachweise geringer Mengen von Allantoin ver- 
wenden. 

Im Harn selbst 148t sich die Reaktion nicht ausfiihren, 
wohl aber in schon gereinigten Allantoinfraktionen oder mit 
selbst kleinsten Mengen isolierter Allantoinkrystalle. Die Ein- 
fiihrung dieser Farbenreaktion bedeutet meines Erachtens einen 
wesentlichen Fortschritt insofern, als der positive Ausfall — wenn 
auch durchaus nicht beweisend — doch wesentlich zur Charakte- 
risierung des isolierten Stoffes beitragt, der negative Ausfall 
jedoch die Anwesenheit von Allantoin unter den angefiihrten 
Umstinden ausschlieBen 1aBt. 

Zum Schlu8 sei mir gestattet, dem Vorstande der Klinik, 
Herrn Hofrat Professor Pribram, fiir die Uberlassung des 
Materials und die stete Férderung dieser Arbeit meinen er- 
gebenen Dank auszusprechen, ferner Herrn Assistenten 
Dr. O. Adler fiir die Unterstiitzung bei der Durchfiihrung 
dieser Arbeit. 
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Ober die Verteilung der reduzierenden Substanzen im 
Kaninchenblut. 


Von 
H. Lyttkens und J. Sandgren. 
Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Universitat Lund.) 


(Eingegangen am 8. Mai 1910.) 


Aus den Mitteilungen von Rona und Michaelis’) und 
Hollinger’) geht hervor, daB entgegen der gew6hnlichen Annahme 
die Blutkérperchen von Hund und Mensch Traubenzucker, und 
zwar in ungefahr derselben Quantitét wie Serum enthalten. 

Da diese Tatsache eine groBe Bedeutung besitzt und zu- 
dem die widersprechenden Angaben zu eingehender Priifung 
auffordern, haben wir auf Vorschlag Prof. Bangs Unter- 
suchungen iiber die Verteilung der reduzierenden Stoffe im 
Kaninchenblut angestellt. Die Aufgabe war also, den Gehalt 
der Blutkérperchen und des Serums sowohl an Dextrose wie an den 
iibrigen reduzierenden Stoffen unter verschiedenen Bedingungen 
festzustellen. Diese unsre Untersuchung gliedert sich an die 
friihere, aus dem hiesigen Institut von Andersson’) publizierte 
Mitteilung iiber die reduzierenden Stoffe im Vollblut an. 


Was die Methodik anbetrifft, so wurde das Blut aus der Carotis der 
Kaninchen in einer 0,85 °/, igen NaCl-Lésung, die mit 0,12°/, Natriumoxalat- 
lésung versetzt war, aufgefangen. Es wurde 3 mal zentrifugiert (die letzten 
2 Male mit reiner NaCl-Lésung). Die gesammelten Abgiisse wurden 
durch Kochen -+- Essigséure enteiwei8t und bis auf 25 bis 30 ccm konzen- 
triert. In 10 ccm wurde der Zuckergehalt nach Bang bestimmt (die 
kleine in Lésung gebliebene EiweiBmenge schadet hierbei nicht). Die 
iibrig gebliebene Lésung wurde vergoren und nachher titriert. (In 
einigen Fallen wurde die Lésung vor der Garung erst verdiinnt und 
nachdem wieder konzentriert.) Da es sich herausstellte, daB die urspriing- 
liche Lésung mit demselben Erfolg vergoren werden konnte, wurde in 
den meisten Versuchen die Garung direkt mit der Lésung angestellt. 

Die Blutkérperchen wurden in Wasser gelést und teils nach 
der Alkoholmethode behandelt. Zuletzt wurde die alkoholische Lésung 


1) Rona und Michaelis, diese Zeitschr. 16, 60, 1909; 18, 375, 1909. 
2) Hollinger, diese Zeitschr. 17, 1, 1909. 
3) Andersson, diese Zeitschr. 12, 1, 1908. 
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stark konzentriert, mit kolloidalem Eisenoxyd gereinigt (als Elektrolyt 
NaCl) und titriert. Die iibrig gebliebene Lésung wurde vergoren und 
titriert. Teils wurden die anfgelésten Blutkérperchen unter Zusatz von 
Essigsiure aufgekocht, das Filtrat konzentriert und mit Eisen oder Kohle 
gereinigt. Die Kohlenmethode kam nur ausnahmsweise zur Verwendung, 
da hierbei viel NaCl gebildet wird, das eine starke Verdiinnung der 
Lésung fiir die Garung fordert. 

Nach dem ersten AderlaB folgte 30 Minuten spiter ein zweiter. 
Das Blut wurde auch jetzt in K6érperchen und Serum getrennt, die 
beide auf Zucker u. a. reduzierende Stoffe untersucht wurden. 

Versuche mit Normaltieren. 

Die Ergebnisse dieser Versuche umfassen also die Ver- 
teilung der reduzierenden Substanzen im normalen Blut und 
bei der AderlaBhyperglykimie. Sie sind in der umstehenden 
Tabelle zusammengestellt. 

Aus der Tabelle I gehen mehrere Tatsachen hervor. Wir 
wollen zuerst die Ergebnisse des normalen Blutes besprechen. 
Hier kénnen wir zuerst feststellen, da8 die reduzierenden Stoffe 
ungleichmaBig zwischen Blutkérperchen und Serum verteilt 
sind, indem die Blutkérperchen eine durchschnittliche Total- 
reduktion von 0,07 bis0,08°/,, Serum dagegen 0,27°/, aufweisen 
oder ca.4mal mehr. Es wurde hierbei iiberall angenommen, 
da8 das Blutkérperchenvolum 375°/,, des Blutes ausmachte. 
Weiter ist ersichtlich, daB die Totalreduktion bei den Blut- 
kérperchen in den verschiedenen Versuchen recht erheblich 
variierte, nimlich von 0,041°/, bis ausnahmsweise 0,22°/,. (Es 
ist ganz ausgeschlossen, daB z. B. bei Versuch Nr. 4 mit 0,22°/, 
Versuchsfehler vorliegen. Beim 2. Aderla8 wurde ein ent- 
sprechender Gehalt gefunden. Bei einem Adrenalinkaninchen 
wurde weiter iiber 0,3°/, Totalreduktion bei den Blutkérperchen 
gefunden. Hier gaben 2 Titrationen dasselbe Resultat.) Diese 
Reduktion der Blutkérperchen entspricht aber keinem 
Traubenzucker, indem, wie Versuche Nr. 9, 10 und 13 
lehren, die Reduktion nach der Garung unverandert ge- 
blieben ist. Die unten zu besprechenden Phlorizinversuche 
haben dasselbe Resultat gegeben. Ebenso die Reduktion der 
Blutkérperchen nach dem Aderlasse. Hieraus laBt sich die 
Folgerung ziehen, daB die normalen Blutkoérperchen des 
Kaninchens keine Dextrose enthalten. Folglich verhalten 
sich Kaninchenblut und Hundeblut in dieser Beziehung ver- 


schieden. Auf diesen Gegensatz sind schon Rona und 
Biochemische Zeitschrift Band 26. 26 
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Michaelis (l. c.) aufmerksam geworden, indem sie ausdriicklich 
bemerken, daB in zwei Fallen keine rechtsdrehende Substanz 
in den Blutkérperchen des Kaninchens gefunden ist. Dagegen 
enthalten die Kérperchen andere reduzierende Stoffe. 
Welche diese sind, bleibt unentschieden. Jedenfalls ist die 
Tollenssche Glucuronsaurereaktion schwach oder zweifelhaft. 


Tabelle I. 
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25.7 | 0,088 | 0,085 | 0.242 | 0,034 

| 27,4 | 0,095 | 0,095 | 0,799 | 0,036 
. 35,0 | 0,041 | 0,041 | 0.236 0,042 
__ | 50,6 | 0,078 | 0,058 | 0,631 | 0,093 
0,075 | — 0,308 | 0,032 

0,075 | 0,071 | 0,496 | 0,039 


o. 0.574 | _— 
0, 112! 0, nr’ 0,280 | 0,070 
0,135 | 0,131 | 0,568 | 0,076 


Die Totalreduktion des ne ist ca. 0,27°/, (von 0,22 
bis 0,30°/,), und die Differenzen sind hier nicht so gro8 wie 
bei den Blutkérperchen. Weiter geht aus den Versuchen Nr. 9, 
10, 11 und 13 hervor, daB etwa 90°/, der Totalreduktion 
Traubenzucker entsprechen. Die Phlorizinversuche ergaben 
dasselbe Resultat. Von iibrigen reduzierenden Substanzen ist 
die Glucuronsaéure zu erwahnen. Die Tollenssche Reaktion 
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war iiberall stark. Die Glucuronsdure ist im Blute friiher von 
P. Mayer’) nachgewiesen worden. 

Im normalen Blut kommt also aller Traubenzucker 
im Serum vor. Der Traubenzuckergehalt ist weiter etwa 
0,20°/,. Sehr wahrscheinlich kann er auch bis 0,30°/, steigen, 
ohne da8 hierdurch notwendigerweise Glucosurie entsteht. 

Auf das Gesamtblut iibergefiihrt, lehren die Versuche, daB 
die sogenannte Restreduktion hauptsaichlich der Re- 
duktion der Blutkérperchen entspricht. Wenn weiter 
Serum 0,27°/, und die Kérperchen 0,07 bis 0,08°/, Totalreduktion 
aufweisen, ist es klar, daB die Summe dieser beiden mehr als 
der gewohnlichen Totalreduktion des Kaninchenblutes entspricht. 
Die folgende Tabelle kann hieriiber naéher unterrichten. 


Tabelle II. 


Blutkérperchen Totalreduktion 
+ Serum- jauf Gesamtblut 





Ver- 


such | Blutmenge 


Nr. g reduktion in mg}berechnet in °/, 


21,6 62,37 0,28 
25,9 52,74 0,20 
11,1 21,71 0,19 
10,6 20,08 0,19 
27,5 45,31 0,16 

¢ 25,7 46,35 0,18 
10 35,0 56,94 0,16 
ll 20,0 44,13 0,22 
13 24,7 53,60 0,22 


Hier finden wir durchschnittlich 0,20°/, Totalreduktion 
gegen 0,10 bis 0,14°/, bei der Analyse des Gesamtblutes. (Sieht 
man von dem recht abnormen Versuch Nr. 4 ab, wird die Total- 
reduktion 0,18°/,). Zur Erklarung dieser Differenz kann man 
die Méglichkeit hervorheben, daB vielleicht etwas gebundener 
Zucker durch das Darstellungsverfahren freigemacht werden 
kénnte. Diese Eventualitat trifft jedenfalls nicht fiir die Blut- 
kérperchen zu, indem in mehreren Versuchen (Nr. 1 bis 8) die 
Alkoholmethode mit Eisen verwendet wurde, dieselbe Methode, 
die fiir die Analyse des Gesamtblutes sonst oft gebraucht 
worden ist. Da nun weiter das Serum wesentlich nur Trauben- 
zucker enthalt, muB8 wahrscheinlich ein Teil desselben in ge- 
bundener Form zirkulieren. Zwar haben besonders Michaelis 
und Rona’) auf Grund von Dialyseversuchen angegeben, daB aller 


1) P. Mayer, Zeitschr. f. physiol. Chem. 32, 518, 1901. 
2) Michaelis und Rona, diese Zeitschr. 14, 476, 1908. 
26* 
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Zucker frei in Serum vorkommt. Dagegen stehen aber die Be- 
obachtungen von Lepine und Boulud’), daB durch Dialyse des 
frischen Blutes nur ein Teil diffundiert. Hammarsten?) 
hebt auch die Méglichkeit hervor, daB ein Teil des Zuckers 
an Eiwei8 gebunden vorkommt. Hieriiber naher unten. 

Nach dem Aderla8 steigt bekanntlich der Blutzuckergehalt 
bedeutend. Unsere Versuche zeigen, daB sowohl fiir Blut- 
kérperchen wie fiir Serum ein Ansteigen vorhanden ist (zweiter 
Aderla8 */, Stunde nach dem ersten). Bei den Blutkérperchen 
ist die durchschnittliche Totalreduktion jetzt 0,14°/,. (In einem 
Versuch, Nr. 5, sind die Ziffern von 0,043°/, beim ersten bis 0,287°/, 
beim zweiten AderlaB. Diese Differenzen sind viel gréBer als 
sonst und kénnen zum Verdacht eines Analysenfehlers AnlaB 
geben. Wir finden uns aber nicht berechtigt, den Versuch 
auszuschlieBen, da wir keinen solchen entdecken konnten. Dies 
um so weniger, als Versuch Nr. 6 0,12°/, bis 0,22°/, ergab. Aus- 
nahmsweise kommt also ein betrachtliches Ansteigen der Total- 
reduktion vor.) Dieses Ansteigen entspricht aber, wie die Ver- 
suche Nr. 9, 10, 11 und 13 lehren, keineswegs einem Auftreten 
von Traubenzucker, da die Reduktion nach der Garung un- 
verandert geblieben ist. Die Reaktion auf Glucuronsaéure war 
auch fortwaihrend schwach. Ganz iibereinstimmend zeigen aber 
die Versuche eine Vermehrung der Reduktion, die also nicht 
dem Traubenzucker entspricht. Wir erinnern in dieser Be- 
ziehung an die Versuche Anderssons, in denen nach Aderla8 
auch die Restreduktion vermehrt worden ist. 

Die durchschnittliche Reduktion des Serums ist jetzt zu 
0,60°/, gefunden. Hierbei kommt der wesentlichste Teil auf den 
Traubenzucker selbst, indem die durchschnittliche Restreduktion 
nach der Garung 0,06°/, entspricht. Wie beim normalen Blut ist 
also auch nach dem Aderlasse gefunden worden, daB der garungs- 
fahige Zucker ausschlieBlich im Serum vorkommt, wahrend die 
Restreduktion hauptsachlich von den Blutkérperchen herstammt. 

Auch bei dieser Hyperglykimie entspricht keineswegs die 
Summe der Blutkérperchenreduktion und Serumreduktion auf 
Gesamtblut berechnet der gewdhnlich gefundenen von 0,26°/, 
bis 0,37°/,. Die Ergebnisse waren hier wie folgt: 

1) Lepine und Boulud, Compt. rend. 143. 

2) Hammersten, Lehrbuch, 7. Aufl., 1910, S. 253. 
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Tabelle III. 














v » BI Reduktion Totalreduktion auf 
— utmenge ee a ae Gesceutias to Pose. 
g mg berechnet 

4 32,1 151,73 0,47 

5 16,1 89,70 0.55 

6 36,6 113,89 | 0,31 

9 27,4 146,69 0,53 

10 50,6 216,85 0,40 

ll 47,2 159,51 | 0.34 

13 34,1 | 138,74 0,41 





Durchschnittlich 0,43°/,. Wir haben also auch bei dieser 
Hyperglykamie dieselbe Erscheinung wie beim normalen Blut. 

Diese Tatsache, da8 die Summe der Einzelreduktion von 
Blutkérperchen und Serum wahrscheinlich gréBer ist als die 
Totalreduktion, fordert eine besondere Verifikation. Der folgende 
Versuch Nr. 13 umfaBt eine solche Untersuchung. An einem 
Kaninchen, Gewicht 3900 g, wurden wie gewdhnlich 2 Ader- 
lisse ausgefiihrt. Das Blut — ca. 45 und 50ccm — wurde 
defibriniert, durch Gaze koliert und jedesmal in 2 Teile ge- 
teilt. In der einen Portion wurde die Totalreduktion bestimmt, 
in der zweiten die Reduktion der Blutkérperchen und des 
Serums. Die Ergebnisse sind in der Tabelle IV zusammen- 
gestellt. 














Tabelle IV. 
@i:/8 .|8se4e| Total- | Total | 8 
ov rs) ovang ota 

Ver- Eee Se : $a £ = redukt. d.| reduktion S 

such 3's E | 30 rr 23 — |_ des = 
6 | : | perchen | = 

Nr. 238 | 8 | RN 2 o's + Be mon peownge ra) 
%o | Yo | mg Sp m °/o °/o 

13, |1. AderlaB}] 0,112 | 0280 | 53,6 | 0217 | 0,170 |0,047 
a 0,135 | 0568 | 138,7 0407 | 0,345 0,062 











Hieraus ist ersichtlich, daB tatsachlich die Summe der 
Einzelreduktionen gréBer ist als die Totalreduktion des Voll- 
blutes; Versuchsfehler liegen also nicht vor. 

Die Titrationen waren sehr scharf, und die Ubereinstim- 
mung vor und nach der Garung fiir die Blutkérperchen gibt 
einen guten Beleg fiir ihre Richtigkeit. Wir kénnen aus diesen 
Versuchen mit Wahrscheinlichkeit folgern, daB ein Teil des 
Zuckers mit den EiweiSkérpern des Serums verbunden vor- 
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kommt, welcher Teil nicht durch Fallung mit Eisen oder Alkohol 
frei gemacht werden kann, sondern nur bei Koagulation durch 
Kochen (EnteiweiBung mit Eisen oder Alkohol lieferte iiber- 
einstimmende Werte.*) 

Der normale Gehalt des Serums an Traubenzucker ist also 
etwa 0,2°/,. Bei der Hyperglykimie nach AderlaB steigt er 
bis durchschnittlich etwa 0,5°/,. Die Tabelle V liefert hier- 
fiir eine Ubersicht. Man bemerkt auch hier, daB8 die Dextrose 
ausschlieBlich im Serum vorkommt, da die absoluten Zucker- 
werte fiir Vollblut und Serum iiberall identisch sind. 








Tabelle V. 
5 1. AderlaB 2. AderlaB 
= -— eae Rest- 
. reduktion ee reduktion ——— ‘- 
>] ms | %o | me | %o | me | %e | me | Me 
9 |Blutkérperchen 
+Serum. . | 13,65 0,053 | 33,70 | 0,131 | 15,99 | 0,058 | 130,70 0,472 


Serum. . . .]| 5,46 0,034 | 33,41 0,208] 6,16 0,036 


10 |Blutkérperchen 
+Serum. . | 14,55 0,042 42,39 0,119] 40,48 0,080 | 176,37, 0,320 


130,70 | 0,763 


Serum. . . .| 9,190,042 42,39 0,194] 29,41 | 0,093 170,14 0,537 

| | | | | | 

11 |Blutkérperchen 
+Serum. . 24.07 | 0,051 | 135,53 0,287 


Serum... .| 4,00 0,032 34,50 | 0,276] 11,51 0,039 | 134,81 | 0,457 
13 |Blutkérperchen 
+Serum . . | 21,35 0,086 32,25 | 0,131] 32,95 0,097 | 105,79) 0,310 
Serum. . . . | 10,81 0,070 | 32,25 0,210] 16,20 0,076 | 104,86 0,492 











Phlorizinversuche. 

Bei der Phlorizinglucosurie besteht, wie besonders aus 
Erlandsens*) Untersuchungen hervorgeht, ein vermehrtes 
Eliminationsvermégen fiir Traubenzucker durch die Niere, indem 
eine entsprechende Zuckermenge in der Leber neugebildet wird. 
In den folgenden Versuchen wurden 0,75 g Phlorizin in 15 ccm 
1°/,iger Sodalésung intraperitoneal und subcutan eingespritzt. 
1 bzw. 2 Stunden spéter wurde der 1. Aderla8 vorgenommen 
und */, Stunde spater der zweite. Der Harn, nach 1 Stunde 
untersucht, zeigte eine starke Reduktion. Die Glucuronsaure- 
reaktion war stark positiv. 


1) Bang, Lyttkens und Sandgren, Zeitschr. f. physiol. Chem. 
65, 497, 1910. 
2) Erlandsen, diese Zeitschr. 23, 329, 1910 und 24, 1, 1910. 
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Tabelle VI. 

: Blutkérperchen- Serum- 

¥ . ay “ga Blut- | Teduktion reduktion 
ay I menge| Vor | mach | vor | nach 

sd Garung Garung 

< g | %o °/o %/o | “So 

1. ““AderlaB 33,4 0,073 0,070 | 0,247 | 0,047 

14 | 2200 i! | a4 | 0,079 | Ea 0754 | |— 





~ | 366 | 0,082 | 0,078 | 0.223 | 0,040 
” | 1900 [2 v 44,6 | 0,078 , 0,073 | 0,588 | 0,045 


Wie ersichtlich, findet man bei den phlorizinvergifteten 
Kaninchen dieselbe Verteilung der reduzierenden Stoffe wie 
bei den Normaltieren. Die absoluten Mengen sind auch die- 
selben. Dagegen findet man entgegen Erlandsens Befunde 
bei dem 2. Aderlasse ein betrichtliches Ansteigen der Total- 
reduktion und insbesondere des Traubenzuckers im Serum. 
Unsere Kaninchen verhielten sich also gegeniiber AderlaB wie 
Normaltiere. Diese Befunde kénnen aber Erlandsens Ergeb- 
nisse nicht umstiirzen. Denn erstens ist die AderlaBhyper- 
glykimie eine konstante Erscheinung, und wenn man nach 
Phlorizinvergiftung ein Ausbleiben derselben konstatieren kann, 
ist dies beweisend. Zweitens haben wir gréBere Blutmengen als 
Erlandsen entnommen. Weiter haben wir die Versuchstiere 
nicht vor Temperaturerniedrigung geschiitzt. In einem Versuche 
wurde das Phlorizin intraperitoneal injiziert. Das Phlorizin- 
praparat war mehrere Jahre alt und in Lésung stark gelb gefiarbt. 


Adrenalinversuche. 

SchlieBlich haben wir ein paar Versuche mit Adrenalin- 
vergiftung ausgefiihrt. Die Tiere bekamen 2 mg Adrenalin 
subcutan. 1 Stunde spiter wurde der 1. und nach noch 
1/, Stunde der 2. Aderla8 vorgenommen. 


Tabelle VII. 














’ Blutkérperchen-|  Serum- 
Gewicht Blut-| reduktion reduktion 
Versuch der menge| Vor | nach | vor | nach 
Nr. Kaninchen Garung Garung 
Pisa. g 8 awe iS Sn 
Aderla8 | 20,0 | 0,325 E= 0,775 | 0,104 
J 34,2 0, 101 0, 100 0,761 | 0,066 














1 

2, ! c 

lL 36 ~=— | «148 | 0083 | — | 0,418 | 0,077 — 
2. 27'5 | 0133 | 0,112 | 01569 | 0,078 
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Nach Adrenalinvergiftung findet also ein bedeutendes An- 
steigen des Traubenzuckers im Serum statt, das nach dem 
1. AderlaB persistiert. Auch hier enthalten die Blutkérperchen 
keinen Traubenzucker, trotzdem sie in dem zuckerreichen 
Serum langere Zeit aufgeschwemmt sind. Diese Ergebnisse 
stehen im schroffen Gegensatz zu den Versuchen von Michaelis 
und Rona, in denen die Blutkérperchen von Hund bei Hyper- 
glykamie mehr Zucker aufnehmen. Recht sonderbar ist bei 
Versuch Nr. 16 die groBe Reduktion der Blutkérperchen beim 
1, Aderla8. DaB Versuchsfehler nicht vorliegen, zeigt die 
Reduktion nach derGarung. Die Reduktion entspricht also keinem 
Traubenzucker. Bemerkenswert ist weiter, daB beim 2. Ader- 
laB die Blutkérperchenreduktion auf ca. */, gesunken ist. Auch 
hier bleibt die Reduktion nach der Garung unverandert. 

Fassen wir schlieBlich die Ergebnisse unserer Untersuchung 
zusammen, so hat sich herausgestellt : 

1. Sowohl die Blutkérperchen wie das Serum enthalten 
reduzierende Stoffe. 

2. Bei den Blutkérperchen ist deren Menge 0,07 bis 0,08°/,, 
beim Serum 0,27°/,, als Dextrose berechnet. 

3. Diese Reduktion entspricht bei den Blutkérperchen 
keinem Traubenzucker. 

4. Aller Zucker kommt im Serum vor. Der Gehalt ist im 
Serum ca. 0,22°/,. 

5. Nach Aderla8 steigt die Reduktion, sowohl bei den 
Blutkérperchen wie im Serum. 

6. Bei den Blutkérperchen erreicht die Reduktion Werte 
bis 0,14°/,, im Serum bis zu 0,60°/,. 

7. Auch nach dem Aderla8 kommt die ganze Zuckermenge 
im Serum vor. Gehalt —0,54°/,. 

8. Nach Vergiftung mit Phlorizin ist die Verteilung der 
reduzierenden Stoffe wie im Normalblut; 

9. Bei Adrenalinvergiftung ist die Verteilung etwa wie 
beim AderlaBblute. 

10. Ein Teil des Zuckers existiert wahrscheinlich im zirku- 
lierenden Blute in gebundener Form. 





Beitrag zur Physiologie des Winterschlafes. 
Von 


Felix Reach. 


(Aus dem physiologischen Institut der k. k. Hochschule fiir Bodenkultur 
in Wien.) 


(Eingegangen am 9. Mai 1910.) 


Der Stoffwechsel der Winterschlafer ist zwar schon wieder- 
holt Gegenstand von Untersuchungen gewesen, dennoch erschien 
es nicht aussichtslos, nochmals an einer gréBeren Anzahl von 
Fledermausen Studien in dieser Richtung auszufiihren. LEiner- 
seits versprach die Verwendung neuerer Methoden Resultate, 
die die friiheren zum Teil weit zuriickliegenden Untersuchungen 
iiber diesen Gegenstand nicht ergeben konnten; andererseits be- 
sitzen wir iiberhaupt nicht allzu viele Resultate von Analysen, 
die sich auf Serien ganzer Saugetiere beziehen, und es scheint, 
da8 derartige Untersuchungen berufen sind, nahere Aufschliisse 
iiber die Zusammensetzung der Gesamtkérper und deren Ver- 
ainderungen unter verschiedenen Umstanden zu geben. Im vor- 
liegenden Falle wurde insbesondere der Glykogen- und Fett- 
gehalt der Tiere untersucht, und ferner wurden einige Konstanten 
der Fettsiuren vor und nach dem Winterschlafe bestimmt. 

Wir wissen noch nichts dariiber, ob der Organismus die ver- 
schiedenen Fettsaéuren in gleicher Weise anzugreifen befahigt ist. 
A priori ware es beispielsweise denkbar, da im Hungerzustande 
die ungesattigten Fettsiuren schneller zerfallen als die gesattigten; 
das miiBte sich bei einer Untersuchung des Gesamtfettes des 
hungernden Tieres durch eine Herabsetzung der Jodzahl aus- 
driicken. Wenn vorzugsweise die Fettséuren mit kleinerem 
Molekiil verbrannt wiirden, oder wenn die héheren Fettsduren 
zunachst in niedere sich umwandelten, so kénnte das auf die 
Verseifungszahl efnwirken. Untersuchungen iiber derartige durch 
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den Hunger hervorgerufene Verinderungen scheinen noch gar 
nicht angestellt worden zu sein, wenigstens gelang es mir nicht, 
eine Angabe dariiber in der Literatur zu finden. Im Winter- 
schlafe ist der Hunger mit verlangsamtem Stoffwechsel ver- 
bunden; in diesem Zustande befindliche Tiere schienen daher 
fiir derartige Studien besonders geeignet; hier wire es auch am 
ehesten zu erwarten, intermediire Stoffwechselprodukte anzu- 
treffen. Die durch mannigfache Gaswechseluntersuchungen fest- 
gestellte Tatsache, daB der respiratorische Quotient im tiefen 
Winterschlafe bedeutend unter den des Fettes sinkt, daB also 
wahrend des Winterschlafes O aufgespeichert wird, l48t es még- 
lich erscheinen, da besonders O-reiche Zwischenprodukte der 
Verbrennung sich bei diesem Zustande im Kérper anhaufen. 
Zur speziellen Erklarung dieses niedrigen respiratorischen Quo- 
tienten nahm man vielfach eine Bildung von Glykogen aus 
Fett an. Wenn auch mehrere Untersuchungen der letzten 
Jahre dieser Hypothese widersprachen, war es doch zweck- 
maBig, sie nochmals durch die Untersuchungen einer Reihe 
ganzer Tiere zu priifen. Ein anderes relativ O-reiches Zwischen- 
produkt hat kiirzlich Nagai’) bei Winterschlaéfern in geringer 
Menge gefunden, namlich die Milchsiure. Muttersubstanzen 
dieser Oxyséure konnten sowohl die Eiwei8kérper als auch die 
Fette sein. Es war immerhin die Méglichkeit nicht von der 
Hand zu weisen, daB die O-Speicherung wenigstens teilweise 
am Fettmolekiil stattfande. Fiir den Fall, da8 diese Speicherung 
in der Form einer Hydroxylgruppe stattfainde, bot sich zu ihrer 
Priifung eine einfache Methode in der Bestimmung der Acetyl- 


zahl der Fettsauren. 

Gang der Untersuchung. Die Fledermiuse wurden in 2 Serien 
ins Laboratorium gebracht. Die 1. Serie von 10 Tieren wurde sofort nach 
ibrer Einbringung am 30. X. in Arbeit gnommen. Um diese Zeit hatte die 
kaltere Witterung gerade erst begonnen; die Fledermiuse standen also am An- 
fange der Schlafperiode. Die 2. Serie, 12 Tiere, blieb zirka 6 Tage im geheizten 
Laboratorium und wurde am 8. XI. in Arbeit genommen. Bis zu diesem 
Tage erhielten sie Mehlwiirmer, doch wurde niemals eine der Fledermiuse 
beim Fressen angetroffen, so daB es fraglich ist, ob sie wahrend dieser 
6 Tage Nahrung zu sich nahmen. Die Untersuchung begann bei jeder 
Serie damit, daB am 1. Tage jedes Tier einzeln gewogen wurde. Mit 
einem Teil der Tiere von jeder Serie wurde noch am selben Tage die 
Analyse begonnen, und zwar wurden teils einzelne Tiere, teils Gruppen 


1) Nagai, Zeitschr. f. allg. Physiol. 9, 243, 1909. 
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analysiert. Die zum Winterschlaf bestimmten Tiere wurden einzeln in 
kleine Holz- oder Pappkastchen gegeben. Jedes Kiastchen war mit Luft- 
léchern versehen und trug die Protokollnummer des betreffenden Tieres. 
Ein durch den obersten Teil des Kistchens ziehender Draht bot den 
Tieren Gelegenheit, sich mit den hinteren Extremitaten anzuhingen und 
ihre gewohnte Schlafstellung mit nach unten hangendem Kopfe einzu- 
nehmen. In der Tat wurden die iiberlebenden Tiere am Schlusse der 
Schlafperiode in dieser Stellung aufgefunden. Am 4. I. wurden simt- 
liche Kistchen aus dem kiihlen Raume, in dem sie verwahrt waren, 
hervorgeholt. Der Winterschlaf hatte mithin ungefahr 2 Monate, also 
nur einen Teil der natiirlichen Schlafzeit, gedauert. Von den 16 Tieren 
wurden 2 tot aufgefunden; die iibrigen wurden wieder einzeln abgewogen 
und, in Gruppen vereinigt, analysiert. Die ganzen Analysen beziehen 
sich also auf 20 Tiere, von denen 7 vor und 13 nach dem Schlafe ana- 
lysiert wurden. 

Ein Schlaftier und ein Wachtier dienten zur N-Bestimmung. Die 
hierzu verwendeten beiden Tiere hatten nahezu das gleiche Anfangs- 
gewicht. Sie wurden fiir eine Weile in ein GefaéB gesteckt, in dem sich 
ein mit Ather getrinkter Wattebausch befand. Nachdem sie vollstaindig 
regungslos geworden waren, wurder, sie zunichst mit der Schere in 
Stiicke geteilt und hierauf mit dem Wiegemesser in einen gleich- 
maBigen Brei zerschnitten. Von diesem Brei diente je zirka 1 g zu einer 
N-Bestimmung. Zur genauen Abwigung dieser Menge wurde die Masse 
in ein gewogenes Stanniolblittchen gehiillt und im Wageglaschen auf die 
Wage gebracht. In dieser Hiille wurde es dann in den Kjeldahl-Kolben 
geworfen. 

Die anderen Tiere dienten zur Glykogen- und Fettbestimmung. Bei 
einem Teile der Schlaf- wie der Kontrolltiere wurden die Lebern heraus- 
genommen und jedesmal alle zusammen verarbeitet. Jedes einzelne Tier 
wurde durch Eintauchen in siedendes Wasser getétet, hierauf in Stiicke 
geschnitten und mit der entsprechenden Menge 60°/,iger Kalilauge nach 
den von Pfliiger?) fiir die Glykogenbestimmung gegebenen Vorschriften 
erhitzt. Die Glykogenbestimmung, die, wie erwihnt, nach Pfliiger 
eingeleitet wurde, wurde jedoch durch Titration nach Bang?) zu Ende 
gefiihrt. Zu diesem Zwecke wurde nach dem Invertieren neutralisiert, 
mit dem mehrfachen Volumen Alkohol versetzt, filtriert, der krystalli- 
nische Niederschlag mit Alkohol gewaschen, der Alkohol auf dem Wasser- 
bade verjagt, die gesamte Fliissigkeit auf ein kleines Volumen (15 bis 
50 cem) gebracht und hiervon je 10 ccm zur Titration verwendet. 

Das Filtrat von der Glykogenfallung durch Alkohol, mit der Wasch- 
fliissigkeit vereinigt, enthielt die gesamten Fettsiuren in Form von Seifen. 
Nach Einengung auf dem Wasserbade wurde die ganze Fliissigkeit in jedem 
einzelnen Falle zur Entfernung des ,,Unverseifbaren‘* mit Petrolather ge- 
schiittelt. [Nur in einem Falle wurde erst spater das ,, Unverseifbare“ separat 


1) Grube in Abderhaldens Handb. d. biochem. Arbeitsmethoden. 
2) Diese Zeitschr. 2. 
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bestimmt!) und in Rechnung gesetzt.] Hierauf wurde mit verdiinnter 
Schwefelsiure angeséuert und abermals wiederholt mit Petrolather kraftig 
ausgeschiittelt und nach dem Absetzen die Fliissigkeiten getrennt. (Die Pro- 
zeduren des Ausschiittelns und Absetzenlassens dauerten mehrere Tage.) Der 
Petrolither wurde abdestilliert und der Riickstand abermals mit Petrolaither 
aufgenommen, in gewogene Kélbchen filtriert, und die Filter mit Petrol- 
ather nachgewaschen. Die gréBere Menge des Petrolithers wurde zu- 
nachst auf dem Wasserbade verjagt und hierauf die Substanz in ein Bad 
von gesittigter Kaliumcarbonatlésung (Siedepunkt 135°) gebracht und in 
einem Strome von trockenem Kohlendioxyd die Reste des Petrolithers 
und etwaigen Wassers verjagt. Nachdem nahezu Gewichtskonstanz er- 
reicht war, wurden einzelne Portionen zur Bestimmung der Neutrali- 
sationszah| der Fettsiuren (entsprechend der Verseifungszahl der Fette) 
der Jodzahl und der Acetylzahl verwendet. Zur Bestimmung der Jod- 
zahl diente das Verfahren von Hiibl. Der Titer der Natriumthiosulfat- 
lésung wurde mittels Kaliumjodat gestellt. Die Bestimmung der Acetyl- 
zahl geschah nach Lewkowitschs Destillationsverfahren. 


Uber das Kérpergewicht der einzelnen Tiere und seine Ab- 
nahme wahrend des Winterschlafes gibt die Tabelle I AufschluB, 
die gleichzeitig zur Ubersicht iiber die Gruppierung der Tiere 
im Versuche dient. Wir ersehen aus ihr zunichst, daB schon 
das Anfangsgewicht der Tiere innerhalb ziemlich weiter Grenzen 
schwankt (21,36 bis 33,46 g). Individuelle Unterschiede machen 
sich auch hinsichtlich des Gewichtsverlustes durch den Winter- 
schlaf geltend. Besonders aus der Reihe fallend ist der Ge- 
wichtsverlust der Tiere Nr. 5 und 9, der, pro 100g Anfangs- 
gewicht und Tag berechnet, 0,458 und 0,416 g betrigt. Diese 
zwei Tiere wurden deswegen in einer Gruppe vereinigt ana- 
lysiert. Ahnlich zeichnen sich zwei Tiere (Nr. 10 und 19) durch 
besonders geringen Gewichtsverlust aus (0,185 und 0,197 g). 
Diese beiden Tiere gehéren jedoch zwei verschiedenen Serien 
an (schliefen verschieden lange), weshalb sie bei den Analysen 
nicht vereinigt wurden. 

Im Durchschnitte betrigt der Verlust pro 100g und Tag 
0,263 g. Wenn wir diesen Gewichtsverlust mit den von anderen 
Autoren gefundenen Zahlen vergleichen wollen, so miissen wir 
uns vor Augen halten, da8 diese GréBe in hohem MaBe von 
der Dauer des Winterschlafes abhingt. Die Kérpergewichte 
eines winterschlafenden Tieres ergeben eine Kurve, die anfangs 
steiler als spiter abfallt, wie beispielsweise Polimantis*) Unter- 
- 1) Réhmann in Abderhaldens Handb. d. biochem. Arbeitsmethoden. 

2) Polimanti, Arch. ital. d. Biol. 42, 1905. 
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Tabelle I. 
; Korpergewichte. 
f — Verlust : 
f Dauer des 
; Anf.- | End- pro 
Nr. | Winter- ab- pro Anmerk 
schlafes Gew. | Gow. solut | 100g 100 8 —_ 
u. Tag 
— __ Tage _ S2aea @ = s = ae ae = —————— 
1 0 28,08; — _ _ ps, 6. 8, . ys sur 
y en- un ett- 
; 2097 a ye) me { ssurebestimmung ver- 
+ 66 28,50 | 24.33] 4,17 14,6 | 0,222 | Nr. 4, 7, 8, 10 zusammen 
zurGlykogen- undFett- 
| siurebestimmung ver- 
arbeitet. 
5 66 27,74 19,07] 8,67 | 30,1 | 0,458 | Nr. 5, 9 zusammen zur 
| . on ty 
| es . . 
6 66 33,45; — _— — —_ Tot aufgefunden. 
7 66 29,38 25,00] 4,38 14,8 0,226 on Rod > 
8 66 | 28,11) 23,67] 4,44 | 15,7 0,238] Font"ing tur sich wie 
9 66 31,97 | 23,20] 8,77 | 27,3 | 0,416] die ganzen Tiere ver- 
: 10 66 32,23 | 28,34] 3,89 | 12,0 | 0,185] arbeitet. Die Lebern 
| a 
| | a 
nommen, ebenso male 
| librigen Lebern. 
ll 0 27.29; — — — | — | Zur N-Bestimmung ver- 
| wendet. ’ 
12 58 30,85 | 25,69] 5,16 | 16,8 | 0,289 | Nr. 12,17, 18 zusammen 
| cra 
| ye P 
} } arbeitet. 
i 13 58 93.11; — — | — | — |Tot aufgefunden. 
14 58 26,19 22,60] 3,59 , 13,7 | 0,237 | Nr. 14, 15, 19 zusammen 
15 58 | 27,77| 23,67] 4,10 | 14,8 | 0,257 | sundlykogen: undWett- 
f 16 58 27,27 | 23,77] 3,50 | 12,6 | 0.218 | Nr. 16. Zur N-Bestim- 
17 58 28,57 | 24,82] 3,75 | 13,1 | 0,225 | mune verwendet. 
18 58 29,29 | 25,60] 3,69 | 12.6 | 0,217 
19 58 21,36 18,90] 2,46 | 11,5 | 0,197 
20 0 27,59; — —|i|— — |Nr.20,21,22 zusammen 
21 0 31.17 Ps aa a ar zurGlykogen- undFett- 
29 0 24. 69 ce ns aa is ee ver- 
Summe [i subcribe 1369.23 308,66|60,57| — | — 
Durch- den Schlaf- | 
schnitt | “Ts Dele} 98,40 | 23,74] 4,66 16,4 | 0,263 
! suchungen ergeben. Bei Vallentins!) Murmeltieren schwankt 
. der Gewichtsverlust ebenfalls pro 100g und Tag um 0,2 g. 
Weinland und Riehl*) fanden diese GréBe bei Murmeltieren 





bei 92tagigem Winterschlaf zu 0,23 g, bei 29tagigem zu 0,24 g 
und bei 26tagigem zu 0,35g. Nagais Murmeltier A schlief 


1) Zitiert nach Polimanti a. a. O. 
2) Weinland und Riehl, Zeitschr. f. Biol. 49, 1907 u. 50, 1908. 
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74 Tage, also ungefahr ebenso lange wie unsere Fledermiuse, 
und es betrug der Verlust pro 100g und Tag 0,26g, also 
ebenso viel wie bei unseren Fledermausen. Ein Siebenschlifer 
desselben Autors, der nur 19 Tage schlief, verlor (in derselben 
Weise umgerechnet) 0,42 g. Als die hier berichteten Versuche 
bereits im Gange waren, erschienen zwei Arbeiten von Hari’), 
die sich mit dem Stoffwechsel der Fledermiuse im Wach- 
zustande und im Winterschlafe befaBten. Eine Fledermaus, die 
85 Tage schlief, verlor pro 100 g und Tag 0,079 g. Eine zweite, 
die 48 Tage schlief, 0,22 g; dabei ist aber zu bemerken, daB 
Haris Anfangswert im Dezember erhoben wurde, also mitten 
im Winterschlafe, weshalb es begreiflich ist, da8 seine Zahlen 
auffallend niedrig sind. An nicht winterschlafenden, aber hun- 
gernden Fledermiusen erhielt Hari fiir den Gewichtsverlust pro 
100 g und Tag 3,3 resp. 2,6g. Er bemerkt hierzu, daB der 
Stoffwechsel der Fledermause ein auffallend geringer ist, und 
es sei hier nach ihm zitiert, daB Béthlingks Miause bei einem 
Kérpergewicht von 21 bis 26g pro 100g und Tag 6 bis 10g 
verloren; bei gréBeren Tieren ist der Gewichtsverlust wieder 
geringer. Es geht iiberdies aus Haris Versuchen hervor, daB 
Fledermaiuse sowohl durch sinkende Temperatur als auch durch 
einige Tage andauernden Hunger in einen Zustand besonders 
stark herabgesetzten Stoffwechsels verfallen, der offenbar als 
Ubergang zum Winterschlafe anzusehen ist. Es empfiehlt sich 
daher wohl, die von den winterschlafenden Tieren gewonnenen 
Zahlen hauptsachlich mit solchen, die von Tieren anderer Art 
herriihren, zu vergleichen. Es sei nur noch hervorgehoben, da8 
unsere Tabelle keinen Parallelismus zwischen dem Anfangs- 
gewichte und dem relativen Gewichtsverlust zeigt. Das schwerste 
der Tiere, Nr. 6, iiberlebte den Winterschlaf iiberhaupt nicht. 
Von den beiden Tieren, die besonders viel von ihrem Ko6rper- 
gewicht verloren, war das eine (Nr. 9) das drittschwerste, das 
andere (Nr. 5) gehérte zu den mittelschweren. Von den zwei Tieren 
mit auffallend geringem Verluste ist das eine (Nr. 19) das leich- 
teste, das andere (Nr. 10) mit dem geringsten iiberhaupt beob- 
achteten Gewichtsverlust, ist das zweitschwerste, also das schwerste 
von den iiberlebenden. 


1) Héri, Pfliigers Archiv 130, 90 u. 112, 1909. 
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Von den Ergebnissen der chemischen Analyse seien zuerst die den 
N-Gehalt der Tiere betreffenden mitgeteilt. Es miissen jedoch hier einige 
Bemerkungen vorausgeschickt werden. Es ist von Koch!) bezweifelt 
worden, ob die Fledermiiuse wihrend des Winterschlafes iiberhaupt Harn 
und Kot absetzen. Die geringen Mengen von Exkrementen, die man bei 
winterschlafenden Fledermausen findet, kénnen aus der kurzen Zeit vor 
dem Einschlafen stammen. Von den viel beobachteten Murmeltieren 
wissen wir, daB sie wiederholt aufwachen, Harn und Kot entleeren, um 
dann wieder einzuschlafen. Es sistiert aiso wahrend des eigentlichen 
Schlafes nur die AusstoBung, nicht die Produktion der Exkremente. Da- 
mit stimmt es fiir die Fledermiuse, daB Koenink®?) die Harnblase der 
im Schlafe getéteten Tiere stets stark gefiillt fand. Unsere Tiere machten 
sich wahrend der Schlafperiode einmal durch lautes Zwitschern bemerk- 
bar. Sie schliefen also nicht ununterbrochen. Vor der Tétung wachten 
die Tiere bei den Vorbereitungen zur Wagung fiir kurze Zeit auf. Es 
diirfte daher berechtigt sein, die Differenz im Gesamtstickstoff der beiden 
daraufhin untersuchten, zu Beginn der Schlafperiode fast genau gleich 
schweren Tiere, auf N-Ausscheidung und auf Proteinzersetzung zu be- 
ziehen. Es steht jedoch die Bestimmung dieser GréBe als Differenz 
zwischen zwei viel gréBeren Werten der direkten Untersuchung des aus- 
geschiedenen N jedenfalls nach. Dazu kommt noch dadurch eine ge- 
wisse Unsicherheit, daB vor und nach der Schlafperiode nur je ein Tier 
untersucht wurde. 

Der N-Gehalt des vor dem Schlafe untersuchten Tieres betrug 
3,61°/,; die nach dem 58tigigen Schlafe analysierte Fledermaus war 
nunmehr relativ N-reicher, sie enthielt 4,00°/, N. Auf 100 g Anfangs- 
gewicht bezogen, ergaben sich jedoch nunmehr nur 3,48 g N. Wir diirfen 
also rechnen, daB pro 100g Tier 0,13 g N oder pro 100g und Tag 
0,00244 g ausgeschieden wurden. Zum Vergleiche seien einige Werte 
von Héri und Nagai herangezogen. H4ris Fledermaus I schied pro 
100 g und Tag 0,00113 g, Fledermaus II 0,00153 g und drei weitere 
Fledermause verloren 0,00267 g. Bei Nagais Murmeltier war die be- 
treffende GréBe im Durchschnitte 0,00255 g. Nagai hat seine Werte 
mit den an wachenden Hungermurmeltieren verglichen und kommt zu 
dem Schlusse, daB die N-Ausscheidung im Schlafe nur auf 1/,9 des 
Wachwertes, die CO,-Ausscheidung aber auf 1/5, absinkt. Er schlieBt 
daraus, daB der ,,Baustoffwechsel“ im Winterschlafe weniger absinkt als 
der ,,Betriebsstoffwechsel*. Auch Haris und die Werte dieser Versuche 
zeigen eine relativ nicht unbedeutende N-Abgabe, die iiberdies von der 
von Nagai beobachteten keineswegs stark differiert. Es sprechen also 
auch die Ergebnisse dafiir, da8 der Stickstoff des zersetzten Proteins nicht 
zuriickgehalten wurde. Im ibrigen kénnen wir uns hinsichtlich der N- 
Bilanz Nagai anschlieBen, auf dessen Ausfiihrungen*) hier verwiesen sei. 


1) Koch, zitiert nach Koeninck. 
2) Koeninck, Arch. f. (Anat. u.) Physiol. 1899, 389. 
3) Nagai, a. a, O. S, 341. 
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Tabelle II. 
Glykogen und Fett. 





Glykogen Fettsaéuren 
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l 57.9 | 57,9) 200 | —|—/|—|— 
2 30 | 43,8 | 43,8 6,942,6,94 | 24,7, — 
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| 
4,7, 8, 10] 118,22 | 101,34] 133.6 44,5 | 113 | 132] 15,24 3,81 129. 15,0 
5, 9 69,71 | 42.27] 52,8 264 88/125] 3.21 1,605) 54) 7,6 
12, 17, 18] 88,71 | 76,11] 104.2 34,7 | 118 | 137] 12,92 431 14,6! 17,0 
14, 15, 19] 75,32) 65,17] 111,8 37,3 | 148 | 172] 7,69 2,56 (10,2 11,8 


4 Ae eg 





Summe | 341,96 284,89] 402.5| 39,06 | | 
Mittel | 28.497 23.74 33,5 | 117 | 138 3,255 11,4| 13,7 

Uber den Gehalt der Tierkérper an Glykogen und Fett- 
siuren gibt Tabelle II Aufschlu8. (In jenen Fallen, wo die 
Lebern herausgenommen und zusammen analysiert wurden, ist 
das Resultat der Analyse nach der Anzahl der Tiere repartiert 
und zu dem Restwerte hinzugerechnet. Die geringe Menge des 
in der Leber gefundenen Glykogens und Fettes rechtfertigt 
dieses Verfahren. Die Fettbestimmung von Tier Nr.1 ging 
verloren.) 

Was zuniachst den Glykogengehalt der Tiere vor dem Winter- 
schlafe anlangt, so zeigte sich, da8 im Mittel der 6 Tiere auf 
100 g 0,171 g Glykogen (Zuckerwert) entfallen. Die Vermutung 
Nagais, ,,da8 der Winterschlifer . . . in seinem Kérperdepot 
jedenfalls maximale Mengen von Glykogen besitzen muB, ehe 
der Schlaf beginnt‘‘, hat sich in diesen Versuchen also nicht 
bestatigt, denn die gefundenen Zahlen sind keineswegs maximale. 

Von besonderem Interesse diirfte die Frage sein, wie sich 
der Glykogengehalt wiahrend des Winterschlafes andert. Es 
wurde die Hypothese aufgestellt, da&8 wiahrend des Winter- 
schlafes Glykogen aus Fett gebildet werde. Diese Annahme 
sollte es, wie erwahnt, erklaren, daB der respiratorische Quo- 
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tient oft kleiner gefunden wurde, als der Fettverbrennung 
entsprache, da8 also jedenfalls eine Speicherung von Sauerstoff 
stattfindet. In neuerer Zeit wurde dieser Anschauung von der 
Glykogenbildung wiederholt widersprochen. Doch ist das vor- 
liegende Tatsachenmaterial noch kein itibermaBig groBes, ins- 
besondere fehlt es an Reihenversuchen, die auch den Anfangs- 
gehalt der Tiere an Glykogen geniigend feststellen. Nagai hat 
aber ohne Zweifel recht, wenn er darauf hinweist, daB das 
Fassungsvermégen des Tierkérpers fiir Glykogen kein so groBes 
ist, als daB Glykogenbildung aus Fett, auch wenn sie statt- 
hatte, allein imstande wire, den niedrigen respiratorischen Quo- 
tienten zu erklaren. Weinland und Riehl’) haben 3 Murmel- 
tiere auf ihren Glykogengehalt untersucht und stellen ihre Er- 
gebnisse mit fiinf teils von Voit und teils von Kiilz unter- 
suchten Fallen zusammen. Es handelt sich also hier um acht 
von verschiedenen Autoren, nach zum Teil verschiedenen Me- 
thoden, zu sehr verschiedenen Zeiten untersuchte Tiere. 

Weinland und Riehl kommen zu dem Schlusse, da8 der 
absolute Glykogengehalt wahrend des Winterschlafes konstant 
bleibe, daB sich jedoch das Glykogen in der Leber anhiufe. 
Hari bestimmte bei 13 Fledermausen, die teils gehungert, teils 
verschieden lange oder nicht geschlafen hatten, in Gruppen ver- 
einigt oder einzeln, das Glykogen. Seine Werte zeigen unter- 
einander sehr groBe Verschiedenheiten, er konnte aus ihnen 
aber doch den Schlu8 ziehen, da8 eine Glykogenansammlung 
in der winterschlafenden Fledermaus nicht stattfindet. 

Unsere Tabelle II zeigt nun sehr deutlich, daB der Gly- 
kogengehalt der Schlaftiere kleiner war als der der Kontroll- 
tiere. Freilich machen sich auch hier die individuellen Unter- 
schiede geltend, wenn sie auch nicht so groB sind wie bei 
Hari. Der Maximalwert bei den Schlaftieren betragt 0,148 g 
Glykogen pro 100g Anfangsgewicht und ist freilich fast eben- 
so groB wie der Minimalwert bei den Kontrolltieren: 0,154. 
Diese Ahnlichkeit gilt jedoch nur fiir die extremen GréBen. 
Der Maximalwert bei den Kontrolltieren betraigt 0,200 und der 
Minimalwert bei den Schlaftieren 0,088. Auch in den Mittel- 
werten driickt sich die Differenz noch deutlich aus, indem auf 


1) Weinland und Riehl, Zeitschr. f. Biol; 50, 80, 1908. 
Biochemische Zeitechrift Band 26. 27 
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100 g Anfangsgewicht bei den Kontrolltieren 0,171 und bei 
den Schlaftieren 0,117 g Glykogen (Zuckerwert) entfallen. Wir 
kénnen also annehmen, daB die Abnahme des Glykogens 
31,5°/, des Gesamtgehaltes betrug. Die Lebern enthielten 
im Durchschnitte pro Tier vor dem Winterschlafe 0,0046 g 
und nach dem Winterschlafe 0,0063 g, oder auf 100 g Anfangs- 
gewicht des Tieres umgerechnet vor dem Winterschlaf 0,016 
und nachher 0,021 g. Die Glykogenbestimmung in der geringen 
Lebermasse ist sicher mit einem gréBeren Fehler behaftet als 
die Bestimmung bei den ganzen Tieren; trotzdem darf man 
die hier mitgeteilten Zahlen als eine Bestaétigung des erwihnten 
Befundes von Weinland und Riehl ansehen. Im ganzen 
zeigen also unsere Versuche in Ubereinstimmung mit denen 
von Weinland und Riehl und Hari, daB8 eine Glykogen- 
vermehrung im ganzen Korper nicht stattfindet. Hingegen 
kénnen wir nicht bestitigen, daB der Glykogengehalt konstant 
bleibt. Seine relative Abnahme (d. h. die in Prozenten der 
urspriinglich vorhandenen Menge ausgedriickte Abnahme) ist 
zwar, wie wir hier gleich vorwegnehmen wollen, geringer, als 
die des Fettes, aber doch von derselben GréBenordnung. Es 
betrigt naimlich die Abnahme an Glykogen 31,5°/, und die des 
Fettes 41,5°/,. Hingegen bestitigen unsere Versuche wiederum 
die von Weinland und Riehl gefundene Anhaufung in der 
Leber. Doch wollen wir auch hier gleich bemerken, da8 auch 
in dieser Richtung ein Parallelismus zwischen dem Verhalten 
des Glykogens und des Fettes vorhanden ist, da unsere Tiere 
auch Fettanhaiufung in der Leber nach dem Winterschlafe 
zeigten. Es wandern also die Substanzen, die wahrend des 
Winterschlafes verbraucht wurden, aus den andern Geweben 
in die Leber ein. Mit aller Reserve sei hier bemerkt, daB das 
auf eine Rolle hinweist, welche die Leber vielleicht bei der 
Zersetzung der Kérpersubstanz spielt. 

Schreiten wir nunmehr zur Betrachtung des Verhaltens 
der Fette. Tabelle II zeigt den Gehalt an héheren Fettsaiuren 
zu Beginn des Winterschlafes zu 19,6°/,. Rechnet man diese 
Zahl mittels der spiter noch anzugebenden Neutralisationszahl 
der Fettsiure (Verseifungszahl der Fette) auf Triglyceride um, 
so erhéht sich diese Zahl auf 20,9. Es wird allgemein ange- 
geben, da8 dem Winterschlafe eine auBerordentlich hochgradige 
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Fettmast vorhergeht. Der hier vorgefundene Fettgehalt kénnte 
nun im ersten Momente als nicht sehr hoch erscheinen, und 
er ist ja auch nur von mittlerer Héhe, wenn man zum Ver- 
gleiche etwa fette Menschen heranzieht. Es haben jedoch vor 
kurzem Boycott und Damant’) eine gréBere Anzahl kleiner 
Tiere auf ihren Gesamtfettgehalt untersucht und dabei gefunden, 
daB bei kleineren Tierspezies und im besonderen wiederum bei 
kleineren Exemplaren der Fettgehalt geringer ist als bei groBen. 
Sie bedienten sich bei ihrer Untersuchung der Methode von 
Liebermann und verseiften also die ganzen Gewebe, weshalb 
ihre Resultate mit den hier mitgeteilten gut vergleichbar sind. 
Sie fanden fiir zahme Ratten bei einem Kérpergewicht von 
100 bis 149 g den Fettgehalt im Maximum zu 16,1°/,, bei einem 
Kérpergewichte von 25 bis 49 g, im Maximum zu 9,2°/,, im 
Durchschnitte zu 4,1°/,. Diese letztere Gruppe von Tieren 
ist, wie man sieht, an K6rpergewicht unseren Fledermausen 
aéhnlich und hat dabei viel weniger Fett im Kérper. Ahnliches 
ergibt sich aus den Befunden der genannten Autoren in bezug 
auf Meerschweinchen und zahme Miause. Sie untersuchten 
auch Winterschlafer, namlich Haselmause, unmittelbar vor dem 
Winterschlafe und fanden fiir Tiere von dem Korpergewichte 
von 20 bis 25 g einen Fettgehalt von durchschnittlich 23,1 g 
Es bestatigen also ihre und die hier berichteten Analysen die 
allgemein verbreitete Anschauung, daB Winterschlafer zu Beginn 
der Schlafperiode eine besondere hochgradige Fettleibigkeit auf- 
weisen, in dem Sinne, daB sie fettreicher sind, als andere Tiere 
von ungefahr derselben K6rpergréBe zu sein pflegen. 

Nach ungefihr 60 Tagen Winterschlafes zeigen unsere 
Tiere nur mehr 13,7°/, Fettséuren oder 14°/, Fett, das ist auf 
das Anfangsgewicht bezogen 11,4°/, Fettsiuren, entsprechend 
12,1°/, Fett. Der Fettverbrauch betragt daher im ganzen fiir 
100 g Anfangsgewicht des Tieres 8,9 g fiir die Schlafzeit von 
rund 60 Tagen. Mithin zersetzten unsere Fledermause pro 
100 g und Tag 0,148 g Fett. Da der Verbrennungswert von 
1 g Fett etwa 9,3 Calorien betragt, so ergibt sich eine Energie- 
entwicklung aus Fett im Betrage von 1,38 Calorien. Gegen- 
iibe der aus Fett erzeugten Energiemenge tritt die aus 


1) Boycott und Damant, The Journ. of Physiol. 38, 25, 1908. 
27* 
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andern Substanzen etwa herriihrende ganz in den Hintergrund, 
und wir kénnen also schlieBen, daB eine Fledermaus im 
mittleren Gewichte von 28,4 g pro Schlaftag 0,392 oder rund 
0,4 Calorien entwickelt hat. Um aus dieser Zahl einen Ver- 
gleich zwischen normalem und Schlafstoffwechsel abzuleiten, 
kénnen wir vom Minimalstoffwechsel des Menschen ausgehen, 
wenn wir uns an das bekannte Rubnersche Gesetz erinnern, 
da8 der Stoffumsatz nicht dem Ké6rpergewichte proportional 
ist, sondern sich wie das Quadrat der 3. Wurzel des Kérper- 
gewichtes verhalt. Als Stoffwechselminimum fiir den normalen 
erwachsenen Menschen wollen wir mit Tigerstedt') eine 
Calorie pro Kilogramm und Stunde annehmen. Ein Mensch 
von 65 kg wiirde demnach in diesem Zustande des minimalen 
Stoffwechsels, der nur bei linger dauerndem Hunger und voll- 
stindiger Muskelruhe vorhanden ist, pro Tag 1560 Calorien an- 
setzen. Auf das Gewicht von 28,4 g, in der angegebenen 
Weise umgerechnet, ergibt sich ein Energieumsatz von 8,98, 
also ungefahr 9 Calorien. Der Energieumsatz unserer Fleder- 
mause war mithin durch den Winterschlaf auf etwa 4°/, jenes 
Wertes herabgesetzt, der bei vollstaéndiger Ruhe und Hunger, 
aber Wachzustand, zu erwarten wire. 

Dieser Befund reiht sich im ganzen gut den (natiirlich 
innerhalb gewisser Grenzen schwankenden) Befunden ver- 
schiedener Beobachter an. N agai beispielsweise, der verschiedene 
Tierspezies, wenn auch keine Fledermause, untersucht hat, um 
einen Autor aus jiingster Zeit anzufiihren, findet den O-Verbrauch 
20 mal geringer als im Wachzustande. Hari fand bei Fleder- 
miausen die GréBe des respiratorischen Umsatzes im Winterschlafe 
gegeniiber dem Wachzustande auf einige Prozente herabgedriickt. 
Die Lebern enthielten vor dem Winterschlafe pro Tier 0,0195 g, 
nachher 0,0263 g Fettsiuren; auf 100 g Tier (Anfangsgewicht) 
bezogen, betrug die Fettsiuremenge vor dem Winterschlafe 
0,069, nach dem Winterschlafe 0,098 g. Von dieser Differenz 
war schon die Rede. Die Leberfettsiuren wurden in die weiteren 
Untersuchungen (iiber die Zusammensetzung der Fette) nicht 
einbezogen. 


1) Tigerstedt, Arch. di Fisiologia 7, 426, 1909 und Skand. Arch; 
f. Physiol. 28, 302, 1910. 
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Wenden wir uns nunmehr der Besprechung jener Befunde 
zu, die sich auf die Zusammensetzung des Fettes bei Beginn 
des Winterschlafes und 2 Monate spiter beziehen. Die Neu- 
tralisationszahl der Fettsiuren, also die der Verseifungszahl der 
Fette entsprechende Zahl, betrug vor dem Winterschlafe bei 
Fledermaus Nr. 2: 213 und bei den Fledermiusen Nr. 20, 21 
und 22: 224, im Mittel mithin: 221. Die Neutralisationszahl 
des Fledermausfettes ist mithin eine ziemlich hohe, wie sich 
aus dem Vergleiche mit den Neutralisationszahlen der Saéuren 
anderer tierischer Fette ergibt. Aus der Zusammenstellung von 
Lewkowitsch') sollen hier einige Zahlen angefiihrt werden: 
Rindstalg 197,2, Knochenfett 200, Schweinefett 201,8, Hammel- 
talg 210, Butterfett und Pferdemarkfett 215. Nach dem Winter- 
schlafe betrug die Neutralisationszahl 200,5. Es deutet dies 
wohl darauf hin, da8B zuniachst die Fettsiuren von kleinerem 
Molekiile verbrannt werden, von denen die Fledermause zu 
Beginn des Winterschlafes mehr enthalten als andere Tiere. 

Die Jodzahl betrug vor dem Winterschlafe 71,7, nach dem 
Winterschlafe wurden bei 3 verschiedenen Gruppen von Tieren 
folgende Werte erhoben: 88,3, 88,9 und 95,0. Auch hinsichtlich 
der Jodzahl zeigen mithin die Fette des Fledermauskérpers 
einen ziemlich hohen Wert. Damit stimmt es iiberein, da8 
diese Fettsiuren nicht vollsténdig erstarrten, sondern auch in 
der Kalte noch eine dickfliissige Beschaffenheit annahmen. 
(Das Leberfett erstarrte vollstindig.) Ahnlich beobachtete 
Dubois’), daB das Fett der Murmeltiere eher die Beschaffen- 
heit eines Oles hatte und erst bei — 1° die Konstanz von Butter 
annahm. Zum Vergleiche der gefundenen Jodzahl mit anderen 
seien auch hier aus der Zusammenstellung von Lewkowitsch 
die Jodzahlen der Fettséuren einiger Séugetierarten angegeben: 
So finden wir fiir Hammeltalg nur 34,8, fiir Rindstalg 41,3, 
Hundefett 50,15, Katzenfett 54,8, Pferdemarkfett 72 (also un- 
gefahr ebenso hoch, wie unsere Fledermaiuse vor dem Winter- 
schlaf), Dachsfett 73 und Wildschweinfett 81,2. 


1) Lewkowitsch, Chem. Technologie und Analyse der Ole, Fette 
und Wachse. Braunschweig 1905. 

2) R. Dubois, Etude sur le mécanisme de Ja thermogenése et du 
sommeil chez les mammiféres. Physiologie comparée de la marmotte. 
Annales de l’université de Lyon 25, 95, 1896. 
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Die halbfliissige Konsistenz der Fettsiuren der Winter- 
schlifer gibt zu einer Bemerkung AnlaB. Es ist bekannt, daB 
das Kérperfett einen um so niedrigeren Erstarrungspunkt hat, 
je naher es der Korperoberfliche liegt. Ferner haben die See- 
tiere, deren Hautoberfliche einer starken Warmeabgabe aus- 
gesetzt ist, fliissiges K6rperfett. In Analogie hiermit kénnte 
man die wenig feste Konsistenz des Fettes der Winterschlafer 
von einem teleologischen Standpunkte aus damit erklaren, daB 
diese Tiere eines Fettes bediirfen, das auch bei herabgesetzter 
Korpertemperatur fliissig bleibt. 

Die Vermutung, da8 die ungesiattigten Fettsiuren im 
Organismus leichter angegriffen wurden als die gesattigten, hat 
sich nicht bestiétigt, denn in diesem Falle wire ein Absinken 
der Jodzahl zu erwarten gewesen. Es trat jedoch das Gegen- 
teil, wenn auch in geringem MaBe, ein.') 

Endlich hatten wir noch iiber die Acetylzahl der Fett- 
sauren als Ma8 der alkoholischen Hydroxylgruppen zu sprechen. 
Die Acetylzahl tierischer Fette und Fettsaiuren sind vor kurzem 
von Nukada?*) untersucht worden. Es zeigte sich, daB frisches 
tierisches Fett stets sehr niedrige Acetylzahl hatte, daB also 
Oxysaiuren nur in sehr geringer Menge unter der Fettsaiure 
sich vorfinden. Ganz Analoges ergab die Untersuchung des 
Fledermausfettes. Die Acetylzahl, die genau nach den Vor- 
schriften Lewkowitschs ausgefiihrt wurde, schwankte vor 
dem Winterschlafe nur zwischen 3,1 und 6,0. Aber auch nach 
dem Winterschlafe wurde keine erhéhte Acetylzahl gefunden 
(3,1 und 3,9). Es haben sich also keine Oxysauren oder mindestens 
keine héheren Oxysauren als Zwischenprodukte der Fettver- 
brennung nachweisen lassen. Es hat mithin wenig Aussicht, die 
Ursache des abnorm niedrigen respiratorischen Quotienten wahrend 
des Winterschlafes auf eineO-Speicherung durch unvollstandigeFett- 
verbrennung zu beziehen. Auch die Bildung von Kohlenhydraten 


1) Anm. bei der Korrektur. Wiahrend der Indrucklegung dieser 
Mitteilung erschien eine Arbeit von Sasaki (diese Zeitschr. 25, 272), die 
es wabrscheinlich macht, daB die gesattigten Fettsiuren iiber ungesattigte 
abgebaut werden. Die Erhéhung der Jodzahl wihrend des Winterschlafes 
kénnte demnach ihre Ursache in einer Anhiufung dieser intermediiren 
Stoffwechselprodukte haben. 

2) Nukada, diese Zeitschr. 14, 1908. 
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aus Fett scheint nicht die richtige Erklarung fiir diese Er- 
scheinung darzustellen. Viel wahrscheinlicher ist es hingegen 
nach den Untersuchungen von Nagai, daB die Zersetzung der 
Eiwei8kérper im Winterschlafe eine abnorme ist. Er fand 
nimlich die N-Verteilung im Harn im Sinne einer Vermehrung 
der Aminosaéurefraktion abweichend, und so kann man an- 
nehmen, da8 die von ihm gefundene Milchséure als EiweiB- 
zersetzungsprodukt und nicht als Abbaustufe der Fette auftritt. 

Fassen wir die Ergebnisse unserer Untersuchungen zu- 
sammen, so kénnen wir etwa folgendes sagen: Unsere Fleder- 
mause verloren wahrend der ersten 2 Monate ihres Winter- 
schlafes pro Tag durchschnittlich 0,26°/, ihres Kérpergewichtes, 
wovon etwas mehr als die Halfte auf Fettverlust zu beziehen 
ist. Wahrend des Winterschlafes fand eine Glykogenbildung 
nicht statt, es wurde vielmehr Glykogen zersetzt. Wahrend die 
absolute GréBe der Glykogenzersetzung natiirlich viel geringer 
ist als die der Fettzersetzung, ist der Bruchteil des Gesamt- 
vorrates beider Substanzen, der in einer bestimmten Zeit ver- 
braucht wurde, nicht sehr verschieden. 

Wahrend des Winterschlafes haufte sich sowohl Fett als 
Glykogen in der Leber an. Die quantitative Zusammensetzung 
der Fette anderte sich wahrend des Winterschlafes nur wenig. 
Eine vor dem Winterschlafe vorhandene, geringe Menge von 
Fettsauren mit kleinerem Molekiil als das der Palmitinsaure, 
verfiel zuerst dem Abbau; im iibrigen wurden die verschiedenen 
Fettséuren ungefahr im Verhaltnisse der vorhandenen Mengen 
zersetzt. Héhere Oxyfettsiuren wurden wahrend des Winter- 
schlafes nicht gebildet. 
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Uber einige Versuche zum Abbaue der Cholsaure. 
II. Mitteilung. 
Uber Destillationsprodukte aus Cholsdure und Biliansaure. 


Von 


Otto v. Firth und Emil Lenk, Wien. 
(Eingegangen am 9. Mai 1910.) 


I. Einleitung. 

Die Erkenntnis, daB der Atomverband der Cholsaéure und 
der Bilianséure ein so festes Gefiige besitzt, da8 zum mindesten 
der Hauptanteil des Molekiils selbst einem Eingriffe, wie es 
die Kalischmelze*) ist, Widerstand zu leisten vermag, legte den 
Gedanken nahe, daB die Untersuchung der bei der trockenen 
Destillation aus der Cholséure und ihren Derivaten resul- 
tierenden Produkte dem Studium ihrer Konstitution vielleicht 
zustatten kommen kénnte. 

Schon vor mehr als 30 Jahren hat Destrem?) im Laboratorium 
Schiitzenbergers die Entdeckung gemacht, da8 bei Zinkstaubdestil- 
lation der Cholsiure ein Kohlenwasserstoff auftritt. ,,Par destillation 
séche de l’acide cholalique C,,H,.O, en présence de Zinc en poudre on 
obtient un carbure d’hydrogéne, répondant & la formule C,,H39. Le 
carbure commence 4 destiller 4 215°. La température s’éléve ensuite 
progressivement jusqu’é 325°, Les derniéres portions qui destillent 
sont trés visqueuses, “ 

Dieses Produkt ist spiter von Schotten) untersucht worden. Ex 
sagt dariiber folgendes: ,,Erhitzt man trockene Cholalsiure in einer 
Retorte iiber ihren Schmelzpunkt hinaus, so entweicht anfangs reichlich 
Wasser; bei weiterem Erhitzen erhailt man eine ruhig siedende Fliissig- 


1) Vgl. O. v. Fiirth und E. Jerusalem, Uber einige Versuche zum 
Abbau der Cholsiure. I. Uber die Einwirkung der Kalischmelze auf 
Biliansiure. Diese Zeitschr. 20, 375, 1909. 

2) A. Destrem, Note sur!’acide cholalique. Compt. rend. de |’ Acad. 
87, 880, 1878; auch Bull. Soc. chim. 33, 187, 1880. 

%) C.Schotten, Zur Kenntnis der Gallensauren. Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 10, 197, 1886. 
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keit, die iiberdestilliert unter Hinterlassung eines nur ganz geringen 
kohligen Riickstandes. Bei dieser Destillation der Cholalsiure wird keine 
Kohlenséure abgespalten. . . . Das von Wasser befreite Destillat ist ein 
zahfliissiges, gelbes oder gelbbraunes, griin fluorescierendes Ol. Bei 
einem Druck von nur 80 mm Hg destilliert unterhalb 270° so gut wie 
nichts, von 270 bis 300° ganz wenig, dann steigt die Temperatur rasch 
iiber 360°. Auch die oberhalb dieser Temperatur iiberdestillierende 
Hauptmenge bleibt fliissig, wenn auch recht zihfliissig. Mit Wasser- 
dimpfen ist das 61 nicht fliichtig.« — Auf Grund einiger Analysen des 
Destillationsproduktes sah Schotten dasselbe als ein Anhydrid der 
Cholsaéure an (2C,,H,.0; —7H,O = CqygH¢,03). 

Beim Erhitzen von cholsaurem Kalk oder Baryt mit Kalk oder 
Barythydrat und nachfolgender Wasserdampfdestillation erhielt Schotten 
ein gelbliches, auf dem Wasser schwimmendes (1 von terpentinartigem 
Geruch, das im trockenen Zustande schon unter 100° zu sieden begann, 
worauf die Temperatur allmiahlich bis 280° stieg. Einige Analysen des 
bei etwa 130° iibergegangenen Anteils (C 78,6 bis 80,2°/), H 10,8 bis 
11,1°/,) fiihrten zu dem Schlusse, ,,daB hier jedenfalls keine reinen 
Kohlenwasserstoffe, sondern entweder nur sauerstoffhaltige Kérper oder 
Gemische von solchen mit Kohlenwasserstoffen vorlagen‘. 

SchlieBlich hat Pregl*) Cholalsture der Zinkstaubdestillation unter- 
worfen und das Destillat in einen mit Wasserdampf fliichtigen, auf 
Wasser schwimmenden und einen nicht fliichtigen, in Wasser unter- 
sinkenden Anteil geschieden. Eine weitere Trennung durch wiederholte 
Fraktionierung gelang nicht, es wurde vielmehr stets dasselbe gleich- 
maBige Ansteigen der Temperatur und eine Zunahme der hoch siedenden 
Anteile auf Kosten der niedriger siedenden gefunden. ,,Aus diesen Be- 
obachtungen war zu entnehmen, da8 das Zinkstaubdestillat ein Ge- 
misch mehrerer Kohlenwasserstoffe ist, die durch fraktionierte 
Destillation nicht nur nicht trennbar sind, sondern bei derselben sogar 
im Vakuum Zersetzungen erleiden.“ Pregl hat keine Analysen des 
Destillates vorgenommen, dagegen noch zwei wichtige Tatsachen kon- 
statiert. Er fand nimlich einerseits, daB jede Portion des Destillates 
erhebliche Mengen von Brom in CS,-Lésung unter Entbindung von 
Bromwasserstoff zu entfirben vermag, sich demnach wie eine gesittigte 
Verbindung verhalt; andererseits konstatierte er, daB jede Portion mit 
kalter konzentrierter Salpetersaiure in der Weise reagiert, daB unter 
spontaner Erwirmung lebhafte Oxydation und Lésung eintritt. Auf 
Zusatz von Wasser fielen schwefelgelb bis braun gefirbte, stickstoff- 
haltige Produkte, anscheinend Nitrokérper aus, die jedoch nicht zur 
Krystallisation gebracht werden konnten. 

Genaueres iiber die Natur der bei der trockenen Destillation 


der Cholsiure und ihrer Derivate auftretenden Produkte ist 
To 1) F.] Pregl, Uber die Darstellung und einige Reaktionen der 


Cholalsiure. (Aus dem physiologischen Institut der Universitat Graz.) 
Pfliigers Archiv 71, 307, 1898. 
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also nicht bekannt. Wir haben es daher fiir eine nicht un- 
dankbare Aufgabe gehalten, diese Substanzen zum Gegenstande 
einer genaueren Untersuchung zu machen, trotzdem die sehr 
groBen Schwierigkeiten einer solchen schon aus dem oben Mit- 
geteilten zur Geniige hervorgehen. 


Il. Darstellung der Destillationsprodukte. 
Hinsichtlich der Darstellung des Ausgangsmaterials 
an Cholsiure und Bilianséure sei auf die diesbeziigliche Be- 
merkung in der Arbeit, die der eine von uns kiirzlich gemein- 


sam mit Jerusalem") verdffentlicht hat, hingewiesen. 

Bei unseren spiteren Versuchen hat sich uns fiir die Darstellung 
der Cholsiure folgender vereinfachter Vorgang als zweckmaBig erwiesen: 

5 kg ganz frischer Rindergalle wurden mit 1 1 30°/,iger Kalilauge 
versetzt, 20 Stunden lang in einem Topfe mit aufgesetztem Deckel 
gekocht, mit verdiinnter Salzsiure neutralisiert und so lange mit Chlor- 
bariumlésung versetzt, bis sich eine Probe des Filtrates durch dieses 
Reagens nicht mehr als fillbar erwies. Nunmehr wurde filtriert und 
das Filtrat mit Salzsiure gefallt. Der Niederschlag wurde abdekantiert, 
mit Wasser gewaschen, sodann mit ein wenig Alkohol 95°/, geknetet, 
die Fliissigkeit abgegossen, nunmehr neuerlich mit Alkohol 95°/, durch- 
geknetet und in der Winterkalte stehen gelassen. Es erfolgte langsame 
Umwandlung in einen Krystallbrei. Dieser wurde nach lingerem Stehen 
auf einem Nutschfilter scharf abgesaugt, in einem geringen Volumen 
heiBen 95°/, igen Alkohols gelést, die Fliissigkeit durch einen Hei8dampf- 
trichter filtriert und nunmehr in flachen Schalen bei Zimmertemperatur 
der spontanen Krystallisation iiberlassen. Die Krystallkrusten wurden 
sodann von der Mutterlauge getrennt und wiederholt in gleicher Weise 
umkrystallisiert. 

Dieser Vorgang nahm, wegen der langwierigen Prozeduren des Um- 
krystallisierens, zwar ziemlich lange Zeit in Anspruch, doch waren die 
so erhaltenen Krystallindividuen gut ausgebildet. 

Eine gréBere Partie Cholsiure verdankten wir der besonderen 
Freundlichkeit des Herrn Prof. Pregl. Dieselbe wurde nach dem Lang- 
beldschen Verfahren in cholalsaures Natrium iibergefiihrt und die daraus 
in Freiheit gesetzte Saure aus Alkohol umkrystallisiert. *) 

Zur Gewinnung des Destillationsproduktes wurde 
die getrocknete bzw. von Krystallalkohol befreite Saure in 
Mengen von 10 bis 50 g in einer tubulierten Retorte aus Jenaer 


Glas iiber freier Flamme erhitzt. Bald, nachdem die Masse 
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1) O. v. Fiirth und E. Jerusalem, Ll. c. 
2) Vgl. Pregl, Uber die gemeinsame Konstitution der drei spe- 
zifischen Gallenséuren. Zeitschr. f. physiol. Chem. 65, 163, 1910. 
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ins Schmelzen gekommen war, begann das Entweichen der 
Destiliationsprodukte. Ganz zu Beginn der Destillation wurde 
stets die Bildung eines wachsartigen Produktes beobachtet, 
das spater nicht mehr auftrat und unschwer von der Haupt- 
menge der iibrigen Destillationsprodukte abgetrennt werden 
konnte. 

Bei starkerem Erhitzen sammelten sich bald Oltropfen 
in der Vorlage an. Um einen flotten Gang der Destillation 
zu erzielen, wurde nunmehr mit einem groBen Teclubrenner 
stark erhitzt und die Destillation so lange fortgesetzt, bis das 
Ubergehen zaher, harziger Tropfen das Ende der Operation 
anzeigte. 

Die Menge des so gewonnenen Rohéls betrug stets ein 
Drittel, unter Umstinden jedoch auch mehr als die Hialfte des 
Ausgangsmateriales. 

Wir haben wiederholt Versuche ausgefiihrt, um die offenbar 
wahrend des Destillationsvorganges sich abspielende Verharzung 
durch Zusatz von reduzierenden und wasserentziehenden Mitteln 
(wie Eisenfeile, Zinkstaub, Phosphorsdéureanhydrid) hintanzuhalten. 
Da wir aber irgend einen Effekt dieser Zusaétze nicht bemerkt 


haben, gingen wir bei den spiateren Versuchen stets in der 
beschriebenen einfachen Art vor. 


Ebenso blieben alle Versuche ohne Erfolg, durch eine fraktionierte 
Destillation des Rohéles mit und ohne derartige Zusatze die Abtrennung 
irgend eines durch einen konstanten Siedepunkt ausgezeichneten Pro- 
duktes zu erzielen. Stets gingen bei niederen Temperaturen helle, diinn- 
fliissige, bei héheren dunklere und zahere Anteile iiber, ohne da8 ein 
deutlickes Verharren des Quecksilbers bei irgend einer Temperaturstufe 
bemerkbar gewesen wire. Wurden die ersten Portionen des Destillates 
neuerlich destilliert, so zeigte sich wieder dasselbe Verhalten und spielte 
sich der Verharzungsvorgang demnach direkt unter den Augen des 
Beobachters ab. Auch der Versuch der Vakuumdestillation bei sehr 
niedrigem Drucke anderte an diesem Bilde nichts, ja nicht einmal die 
Anwendung des Kathodenvakuums, die mit Hilfe der Krafftschen 
Versuchsanordnung erzielt wurde. 


Eine weit rationellere, weil ohne Verharzung mégliche 
Fraktionierung des Rohdles erzielten wir dagegen durch De- 
stillation mit Wasserdampf, der mit Hilfe einer Kupferspirale 
stark iiberhitzt worden war. Dabei destillierten nur die leichter 
fliichtigen Anteile des Rohdéles langsam iiber. Wir pflegten so 
vorzugehen, daS wir die Destillation so lange fortsetzten, bis 
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nur mehr Spuren des fliichtigen Oles im Destillate auftraten, 
was einige (3 bis 5) Tage in Anspruch nahm. Die Hauptmenge 
des Rohdéles blieb dabei im Destillationskolben als nicht fliich- 
tiger Anteil zuriick. Die im folgenden mitgeteilten Unter- 
suchungen beziehen sich in erster Linie auf den fliichtigen 
Anteil, der unter Umstainden auch in mehreren Fraktionen 
verarbeitet wurde. Wir muBten fiir die Méglichkeit, in dieser 
Art ein Reinigungs- und Trennungsverfahren einzuschalten, den 
Umstand in den Kauf nehmen, daB das mit Wasserdampf 
fliichtige Produkt nur in geringer Ausbeute (dezigrammweise, 
im besten Falle grammweise) erhaltlich war und daB es infolge- 
dessen miihevoller Arbeit bedurfte, um das fiir die Analysen 
erforderliche Material zu gewinnen. 

Die schwer fliichtigen, weitaus die Hauptmenge des Pro- 
duktes ausmachenden Anteile des Rohéles dienten zu orien- 
tierenden Versuchen, die sich insbesondere auf den weiteren 
Abbau desselben durch Oxydation mit Permanganat und mit 
Salpetersdure bezogen. 

Die weitere Verarbeitung des durch Wasserdampf- 
destillation erhaltenen fliichtigen Produktes erfolgte 
in der Weise, daGB das in Form gelber Tropfen auf dem Wasser 
der Vorlagen schwimmende 061 mit Hilfe eines Scheidetrichters 
in Ather aufgenommen wurde. Es konnte so aus dem nach 
der tagelangen Destillation auf das Volumen vieler Liter an- 
gewachsenen Destillate auf ein geringes Volumen konzentriert 
werden. Die abgetrennte atherische Lésung wurde durch tage- 
langes Stehen iiber gegliihtem Kupfersulfat sorgfaltig entwassert, 
filtriert und vorsichtig eingedunstet. Die Trocknung erfolgte 
fiir Zwecke der Analyse in der Regel im Trockenschranke bei 
110 bis 130°. In manchen Fillen jedoch, insbesondere dort, 
wo es auf Feststellung der Molekularrefraktion ankam, erfolgte 
die Trocknung im Vakuum iiber Schwefelsfiure, um die un- 
vermeidliche Verharzung nach Moglichkeit einzuschranken. 


Ein konstanter Siedepunkt war dem fliichtigen Ole ebenso- 
wenig eigentiimlich, wie dem Rohdle. Beim Fraktionierungsversuch 
unter Atmosphirendruck ging unterhalb 200° nichts iiber. Bei einem 
Drucke von 20 bis 60mm sahen wir in der Regel den Hauptanteil 
zwischen 160 bis 195° in Form eines gelben Oles iibergehen, wobei der 
Anstieg des Thermometers ein stetiger war und der Rest des Produktes 
wiederum der typischen Verharzung anheimfiel. 
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Auch der Versuch, durch energische Reduktion zu einem kon- 
stanteren Produkte zu gelangen, blieb ergebnislos. Ein dunkelgefarbtes 
Ol nahm, in Amylalkohol gelést, beim Eintragen von metallischem 
Natrium in die unter Riickflubkiihlung siedende Fliissigkeit allerdings 
eine helle weingelbe Farbung an. Nach Beendigung der Prozedur begann 
die Fliissigkeit jedoch sogleich wieder nachzudunkeln und hatte tiber 
Nacht wieder die urspriingliche schwirzliche Farbung angenommen. 

Die bei Beginn der Destillationen auftretenden wachs- 
artigen Substanzen erwiesen sich einer weiteren Reinigung 
recht wohl zuganglich. Dieselben wurden, noch bevor die 
Destillation der schwerer fliichtigen Produkte begonnen hatte, 
aus der Vorlage entfernt und nunmehr, um sie von dem ihnen 
anhaftenden Ole vollstaéndig zu befreien, einer 2tagigen Wasser- 
dampfdestillation unterworfen. Dabei ging das Wachs nur 
spurenweise, das anhaftende leicht fliichtige, penetrant riechende 
Ol jedoch vollstindig iiber. Das nunmehr fast geruchlose 
Wachs wurde in Alkohol aufgenommen, der Alkohol ab- 
gedunstet, der Riickstand in Ather gelést, die Lésung im 
Scheidetrichter mit Wasser gewaschen, iiber gegliihtem Kupfer- 
sulfat 3 Tage lang getrocknet, der Ather abgedunstet und das 
Wachs bei 120° getrocknet. 

Wir gehen nunmehr zur Mitteilung unserer analytischen 
Ergebnisse iiber. 


Ill. Analyse der éligen, mit Wasserdampf fliichtigen 
Destillationsprodukte. 


1. 
Elementaranalysen.') 


A. 01 aus Cholsaure. 
1. 0,1347 g Substanz gaben 0,4399 g CO, (= 89,07°/, C) und 0,1258 g 
H,O (= 10,45°/, H). 
2. 0,1060 g Substanz gaben 0,3460 g CO, (= 89,02°/, C) und 0,0993 g 
H,O (= 10,48°/, H). 
Mittel: C = 89,05°/, 
B= 4S. 
99,52/, 
B. Ol aus Biliansaure (Isobiliansaure). 
Bei der Darstellung des Praiparates nach dem Vorgange 
von Lassar-Cohn wurde im Interesse der Ausbeute auf eine 





1) Da unser Laboratorium leider die Einrichtungsméglichkeit fiir 
Elementaranalysen nach Liebig nicht bietet und nur die Aufstellung 
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Trennung der Bilianséure von der Isobilianséure verzichtet und 
das Gemenge beider der Destillation unterworfen. 

Das erhaltene Rohél wurde der Wasserdampfdestillation 
unterworfen und das Destillat in 2 Fraktionen aufgefangen, 
derart da8 die I. Fraktion die vom 1. bis 3. Tage, die 
II. Fraktion die vom 4. bis 5. Tage iibergegangenen Anteile 
umfaBte. 

I. Fraktion: 

1. 0,1074 g Substanz gaben 0,3527 g CO, (= 89,57°/, C) und 0,0983 g 
H,O (= 10,249, H). 

2. 0,1211 g Substanz gaben 0,3973 g CO, (= 89,49°/, C) und 0,1105 g 
H,O (= 10,21°/, H). 

3. 0,1587 g Substanz gaben 0,5197 g CO, (= 89,31°/, C) und 0,1422 g 
H,O (= 10,03°/, H). 

4. 0,1020 g Substanz gaben 0,3338 g CO, (= 89,25°/, C) und 0,0933 g 
H,O (= 10,24°/, H). 

Mittel: 89,40°/, C 
10,18 ,, H 
99,58°/, 

II. Fraktion: 
0,1230 g Substanz gaben 0,4038 g CO, (= 89,53°/)) und 0,1139 g 
H,O (= 10,36°/, H). 
89,53°/, C 
10,36 ,, H 
99,89 °/, 
Neue Darstellung: 
Analyse nach Dennstedt: 
0,2552 g Substanz gaben 0,8455 g CO, (= 90,36°/, C) und 0,2375 g 
H,O (= 10,35°/, H). 
90,36°/, C 
10,35 ,, H 
100,71 °/, 


C. Ol aus Ciliansadure. 
Um zu konstatieren, ob jener Komplex, der bei trockener 
Destillation die charakteristischen Produkte liefert, auch noch 
beim Abbau der Bilianséure zu Ciliansiure erhalten bleibt, 


eines Dennstedtschen Verbrennungsapparates gestattet, haben wir uns 
genétigt gesehen, die Hilfe eines fremden Laboratoriums in Anspruch zu 
nehmen, und sind die Mehrzahl der mitgeteilten Verbrennungen von 
Herrn Dr. H. Weil in Miinchen nach dem alten Verfahren und nur 
einige derselben von dem einen von uns (L.) nach Dennstedt aus- 
gefubrt worden. 
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haben wir einige Gramm eines Cilianséiurepraparates, das wir 
der Giite des Herrn Prof. F. Pregl verdankten, der trockenen 
Destillation unterworfen. Wir haben dabei jede Spur des 
Wachses vermiBt, dagegen zeigte das iiberdestillierende Ol 
durchaus denselben Charakter wie die analogen aus Cholséure 
und Biliansiure erhaltenen Produkte. Da wir in Anbetracht 
der geringen Menge nicht daran denken konnten, durch Wasser- 
dampfdestillation zur Analyse ausreichende Mengen des fliichtigen 
Produktes zu erhalten, wurde das Destillationsprodukt in toto 
einer orientierenden Analyse unterzogen. 

Zu diesem Zwecke wurde das Destillat in Ather gelést, 
die atherische Lésung mit gegliihtem Kupfersulfat getrocknet, 
filtriert, eingedunstet, der Riickstand bei 110° getrocknet und 
nach Dennstedt verbrannt. 

0,2420 g Substanz gaben 0,7977 g CO, (= 89,91°/, C) und 0,2202 g 
H,O (= 10,08°/, H). 


C= 89,919), 

H = 10,08, 
99,99 /, 
2. 


Molekulargewichtsbestimmungen. 


A. O01 aus Cholsaure. 
1. Siedepunkt in Eisessig. 


Eisessig (,,fiir Molekulargewichtsbestimmung’, Kahlbaum) 40 ccm 
(K = 25,3). 
a) 0,4093 g Substanz 4=0,142° M=173 


b) 0,6698 g i 4=0,248° M=— 162 
c) 0,9012 g pa 4=0,3439 M=— 157 
Mittel: 164 


2. Siedepunkt in Chloroform. 
30 ccm Chloroform (Kahlbaum), (K = 35,9, spez. Gew. = 1,527). 





a) 0,2164 g Substanz 4—0,080° M= 212 
b) 0,3698 g i" 4=0,161° M=180 
Mittel: 196 


3. Siedepunkt in Aceton. 
30 com Aceton (Kahlbaum), spez. Gew. 0,792 (K = 17,1). 
a) 0,2885 g Substanz 4=—0,080° M215 
b) 0,4585 g is 4=0,151° M219 
Mittel: 217 
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B. Ol aus Biliansaure. 
1. Siedepunkt in Eisessig. (i. Fraktion s. 0.) 


30 com Eisessig (Kahlbaum) (K = 25,3). 
a) 0,3312 g Substanz 4=—0,170° M= 156 


b) 0,6078 g ” A =0,299° M= 162 
c) 0,7821 g o 4=0,387° M= 161 
Mittel: 160 


2. Siedepunkt in Eisessig. (II. Fraktion s. 0.) 
30 com Eisessig (Kahlbaum) K = 26,3). 
a) 0,2880 g Substanz 40,1289 M=—179 
b) 0,6142g =O 4=0,275° M=178 
Mittel: 178,5 


3. Gefrierpunkt in Eisessig. 
20 cem Eisessig (Kahl baum) (K = 39,0). 
a) 0,2118 g Substanz 4—0,219° M=—179 
b) 0,4449 g ee 4=0,480° M=~17l 
Mittel: 175 


4. Siedepunkt in Aceton. 


30 ccm Aceton (Kahlbaum) spez. Gew. 0,792 (K = 17,1). 
a) 0,2268 g Substanz 4=0,075° M= 218 


b) 0,4198 g s 4=0,144° M=210 
Mittel: 214 


Uberblicken wir nunmehr die Resultate unserer Elementar- 
analysen und Molekulargewichtsbestimmungen, so sehen wir, 
daB etwa folgende Kohlenwasserstoffe in der Breite der- 
selben Platz finden diirften : 





CyoHig C3 His CysHig CisHeo Ci¢Hoo 
C=90,00°/,  89,65°/, 90,329, 90,00, + —-89,72/, 
H=10,00 ,, 10,35 ,, 9,68 ,, 10,00 ,, 10,28 ,, 

100,00°/,  100,00%/,  100,00°/, — 100,00°7, +—'100,00°/, 
160 174 186 200 214 
Ci7H ee Ci7Ho4 
C= 90,269), 89,48/, 
H= 9,74,, 10,52 ,, 
100,00°/, 100,00°/, 
226 228 


Indem wir uns die Diskussion dieser Formeln fiir spater 
vorbehalten, méchten wir hier nur erwahnen, daB die von 
Destrem fiir den Kohlenwasserstoff angenommene Formel 
C,,H,, (C= 90°/,, H=10°/,) in Anbetracht ihres Molekular- 
gewichtes (M = 320) unbedingt verworfen werden muB. 
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3. 
Halogenadditionsversuche. 
1. Bromeinwirkung. 

Vorgang nach Mac Ilheney'). 0,3612 g des mit Wasserdimpfen 
fliichtigen Oles aus Biliansiure; Zusatz von Bromwasser, dessen Brom- 
gehalt 60,23 ccom "/;9-Na2S,0,; entspricht. Nach Ablauf der Reaktion ist 
eine Brommenge, entsprechend 39,75 ccm "/;9-Na,S,0, verschwunden. 
Nach Zusatz von KJO,; kommt wieder eine Brommenge entsprechend 
24,92 com "/;9-Na,S,0,; zum Vorscheine. In fester organischer Bindung 
ist verblieben eine Brommenge entsprechend 39,75 — 24,92 = 14,83 com 
*/19"Nag5.03. 

Daraus berechnet sich fiir 1 g des Oles ein Totalverbrauch von 
0,880 g Brom, davon in fester organischer Bindung 0,328 g Brom. 

Es entspricht dies pro Molekiil 

Totalverbrauch Feste Bindung 
Gus. + 1,87 0,66 Atome Brom 
SS 2,50 OSB i *» 


2, Bromeinwirkung. 
Vorgang wie oben. 0,2700 g des Oles aus Biliansiure wurden mit 
einem Bromiiberschu8 behandelt : 
Brom vorgelegt entsprechend 59,65 com */,9-NagS,03 
Nach Zusatz von KJ zuriicktitriert iy 20,14 ,, - 
Verschwundene Brommenge. . . . ° 39,51 ,, “a 
Nach Zusatz von KJO, kommt wie- 
der zum Vorscheine Brom . . 24,05 ,, 
In organischer Bindung festgehaltenes 
e 15,46 ,, is 
Daraus berechnet sich fiir 1 g des Oles ein Totalverbrauch von 
1,170 g Brom, davon in fester Bindung aufgenommen 0,457. 
Es entspricht dies pro Molekiil 
Totalverbrauch Feste Bindung 
oe re 2,34 0,91 Atome Brom 
JS a 3,33 ee ” 


3. Jodeinwirkung. 

Vorgang nach Hiibl?). 0,9166 g Ol] aus Biliansaure. 
Vorgelegt 40 ecm Chlorjodlésung 

(Faktor 1,4205) entsprechend 56,8 ccm "/,9-Na,S,0, 

zuricktitriert ” 4,3 ” ” 

Jod verbraucht e 52,5 com */;9-Na,S,03. 

Daraus berechnet sich fiir 1 g des Oles ein Jodverbrauch von 
0,7274 g. 


1) cf. Hans Meyer, Analyse u. Konstitutionsermittelung organ. 
Verb. 2. Aufl. 8. 950. 
2) Hans Meyer, ibid. S. 952. 
Biochemische Zeitschrift Band 26. 28 
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Es entspricht dies pro Molekil 
C,,H,, einem Jodverbrauch von 0,92 Atomen Jod 


Cy7H a, ” ” ” 1,31 ” ” 


4. Jodeinwirkung. 

Vorgang nach Hiibl. 0,4851 g Ol aus Chlorsaure. 

Jod verbraucht entsprechend 27,2 ccm °/,9-Na,S,03. 

Jodverbrauch fiir 1 g Ol = 0,7113 g. 

Es entspricht dies pro Molekiil 

CoH, einen Jodverbrauch von 0,90 Atomen Jod 
C,H, oe » LB os - 
5. Additionsversuche mit Halogenwasserstoffsauren. 

In Anbetracht der Méglichkeit einer Beziehung unserer Produkte 
zu den Olen der Terpenreihe, die sich bekanntlich vielfach leicht mit 
den Halogenwasserstoffsiuren zu festen, gut krystallisablen Substanzen 
verbinden, wurden mehrfach gréBere Portionen unserer Rohdéle in Eis- 
essig oder Ather gelést, mit rauchender Chlorwasserstoff- oder Bromwasser- 
stoffsiure geschiittelt, bzw. durch Einleiten der trocknen Siéuren in Gas- 
form damit gesittigt. Doch wurde auch nach linger dauerndem Stehen 
in der Kalte in keinem Falle ein iestes Additionsprodukt erhalten. 


Aus den mitgeteilten Beobachtungen geht hervor, daB die 
untersuchten Kohlenwasserstoffe (oder Kohlenwasser- 
stoffgemenge) keinesfalls aliphatische ungesattigte 
Bindungen enthalten, da ja sonst, je 1 Molekiil entsprechend, 
mindestens 2 Atome Halogen addiert worden wiren. Offenbar 
handelt es sich also nicht um Addition nach dem Typus 


—C-+- Br, CBr, sondern um Substitution an einem cycli- 


| 
—C CBr 


| | 
schen Kerne nach dem Schema RH -+- Br, = RBr + HBr. 


Berechnet man auf Grund des Mittels aus den gut unter- 
einander iibereinstimmenden Versuchen 2, 3 und 4, die sich auf 
Ole verschiedener Provenienz beziehen, das Molekulargewicht 
eines Kohlenwasserstoffes, unter der Annahme, da8 1 Atom H 
durch Halogen substituiert worden sei, so ergibt sich ein Mole- 
kulargewicht von etwa 177. 


4. 
Bestimmung der Molekularrefraktion. 


Da sich demnach durch dirckte Halogenaddition in unseren 
Produkten keine doppelten Bindungen direkt nachweisen lieBen, 
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haben wir den Versuch gemacht, die An- oder Abwesenheit 
,,maskierter“‘ doppelter Bindungen durch Bestimmung der Mole- 
kularrefraktion sicherzustellen. 

Bekanntlich ist die Molekularrefraktion, ermittelt nach der 
Formel von Lorenz und Lorentz 
_nv—1 M 
 w@+2d 

wo R die spezifische Refraktion, 

M das Molekulargewicht, 

nm den Brechungsindex, 

d die Dichte bedeutet, 
eine additive Eigenschaft, die sich aus der Summe der Atom- 
fraktionen berechnen la8t und durch die Gegenwart mehr- 
facher Bindungen in erheblicher Weise beeinfluBt wird, der- 
art, daB die GréBe der Molekularrefraktion, bei bekannter Brutto- 
formel und MolekulargréBe einer Verbindung, einen Riickschlu8 
auf die Anzahl der darin vorhandenen doppelten Bindungen 
gestattet.*) 

Zur Untersuchung gelangten je 2 Destillationsprodukte aus 
Cholsiure und aus Biliansiure, von verschiedenen Darstellungen 
herriihrend. Samtliche zur Bestimmung der Molekularrefraktion 
benutzten Praparate waren nach vorangeganger Behandlung der 
atherischen Lésungen mit gegliihtem Kupfersulfat nur im Vakuum 
bei Zimmertemperatur iiber Schwefelsaure, nicht aber bei héherer 
Temperatur getrocknet worden, um die Verharzung so viel wie 
méglich einzuschranken. 

Die Bestimmung des Brechungsindex erfolgte mit Hilfe 
eines Abbeschen Refraktometers von Zei8 in Jena bei 
Natriumlicht oder bei Tageslicht. 

Die angegebenen Werte sind durchwegs auf das Licht der 
Na-Linie bezogen. Die richtige Justierung des Instruments ist 
durch Kontrollbestimmungen mit reinem Wasser, Benzol, Chloro- 
form, Xylol und Amylalkohol sichergestellt worden. 

Zur Ermittlung der Dichte diente ein mit einem Thermo- 
meter versehenes Pyknometer, dessen GefiB nur */, ccm faBte 
und das zu diesem Zwecke von der Firma F. Hugershof in 
Leipzig eigens angefertigt worden war. 


MR 


1) Vgl. Nernst, Theoret. Chem. 5. Aufl. 8. 311. 
28* 
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. Ol aus Cholsiure, n — 1,545, d— 0,9702, 


oe 6 n= 1,545, d—0,9704, : = 0,3258 
Oe om : n—1,539, d—0,9841, s — 0,3184 
3. . , Biliansiuren—1,515, d—0,9379, 7 = 0,3216 
ea . n=1,517, d—=0,9527, ‘ = 0,3177 


Mittel 0,3218 
Berechnet man nun auf Grund des fiir die spezifische Re- 
fraktion gefundenen Mittelwertes (R —0,3218), die Molekular- 
refraktion fiir die beiden hier etwa in Betracht kommenden ex- 
tremen Méglichkeiten (s. 0.), namlich fiir die beiden Formeln 
C,,H,, und C,,H,,, so ergibt sich fiir 
C,.H,,- . MR=0,3218 >< 160 = 51,49 
C,,H,,- - MR=—0,3218 >< 228 = 73,37 
Berechnet man auf Grund der von Conrady’) fiir Na- 
triumlicht ermittelten Atomrefraktionen, die Molekular- 
refraktion fiir die Formel C,,H,, unter der Voraussetzung, 
daB nur einfache Bindungen vorhanden seien, so ergibt sich 
C,; 2,501 >< 12 = 30,012 
Hy, - - 1,051><16— 16,816 
46,828 
Es besteht also gegeniiber der tatsachlich beobachteten mittel- 
baren Molekularrefraktion eine Differenz von 51,49 
46,83 
4,66 
Da nun je eine doppelte Bindung ein Inkrement von 1,707 
bewirkt, entspricht die beobachtete Differenz dem Vorhanden- 
4,66 
1,707 
Fiihrt man eine analoge Rechnung fiir die Forme! C,,H,, 
durch, so ergibt sich: 
C,, - . 2,501 >< 17 = 42,517 
H,, - - 1,051 ><24= 25,224 
67,741 
Es besteht also gegeniiber der tatsichlich beobachteten 
mittleren Molekularrefraktion eine Differenz von 73,37 
67,74 


sein von == 2,73 doppelten Bindungen im Molekiile. 





ccciehliiia atlas 5,63 
1) Zeitechr. f. physik. Chem. 8, 210, 1889. Vgl. Nernst, Theoret. 
Chemie. 5. Aufl. 8.311. 
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entsprechend dem Vorhandensein von 
5,63 
1,707 
Die Beobachtung der Molekularrefraktion weist 
also (unabhangig davon, welche der in Betracht kom- 
menden Formeln der Berechnung zugrunde gelegt 
wird) auf die wahrscheinliche Existenz dreier doppelter 
Bindungen im Molekiile hin. 


== 3,29 doppelten Bindungen im Molekile. 


IV. Analyse der wachsartigen Destillationsprodukte. 
A. Wachs aus Biliansaure. 
1. Analyse. 

a) 0,1217 g Substanz gaben 
0,3407 g CO, (= 76,41°/,C) und 0,1201 g HO (= 11,04°/, H) 

b) 0,1048g Substanz gaben 
0,2931 g CO, (= 76,24°/,C) und 0,1020g HO (= 10,89°/, H) 
Mittel 76,32/,C 10,97°/, H 


2. Molekulargewichtsbestimmung. 
Siedepunkt in Eisessig. 
a) 0,2335 g Substanz 4=—0,091° M= 205 
b) 0,4415 g “ A=0,161° M=219 
Mittel 212° 


B. Wachs aus Cholsaure. 
1. Analyse. (Verbrennung nach Dennstedt.) 


a) 0,1876 g Substanz gaben 0,5270 g CO, (—76,60°/, C) und 0,1754 g 
H,O (= 10,40°/, H). 


2. Molekulargewichtsbestimmung. 
Siedepunkt in Chloroform (reinstes Chloroform Kahlbaum) 30 ccm, 
spez. Gew. 1,527 (K = 35,9). 
a) 0,2282 g Substanz A=—0,070° M = 256 
b) 0,3633 g ts A=0,113° M= 262 
Mittel 254 


C. Wachs aus Biliansaure. 


1. Analyse. (Verbrennungen nach Dennstedt.) 
a) 0,2220g Substanz gaben 
0,6401 g CO, (= 78,65°/,C) und 0,1995 g H,O (== 10,00°/, H) 
b) 0,1816g Substanz gaben 
0,5210 g CO, (= 78,25°/,C) und 0,1626g H,O (= 9,97°/,H) 
Mittel 78,45°/,C 9,98 °/, H 


' 
' 
; 
; 
; 
+4 
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2. Molekulargewichtsbestimmung. 
Siedepunkt in Chloroform (reinstes Priparat Kahlbaum), 30 ccm, 
spez. Gew. 1,527 (K = 35,9). 
a) 0,3309 g Substanz 4—0,098° M = 265 


b) 0,5317g ,, 4=0,174° M=240 
Mittel 253 


Ein Blick auf die Resultate lehrt, da8 die Praparate A 
und B offenbar miteinander identisch und von C verschieden 









































Hye! waren. 
y | Priparat A Praparat B Berechnet fiir 
; ni _ | 1 Mittel Cc, 7He,0. CygHo,02 
4 76,41°/, C 76,24°/, C 76,329/,C 76,60°/, C} 77,27°/,C | 76,80°/, C 
thi: 11,04°/, €.10,89°/, C, 10,97°/,H | 10,40°/,H} 10,61°/, H | 10,40°/, H 
ne f 12,71°/,0 | 13,00°/,O} 12,129/,0 12,80°/, O 
f 4 | 100,00 100,00 100,00 100,00 
at M= 212 M=254 | M=264  M=250 
A 
| Priaparat C Berechnet fiir 
7 7 | be | CisHog% | Cy7H 0, 
2. 78,65 °/, C |78,25°9/,C| 78,45°/, C 78,839/,C | 78,46°/, C 
4 10,00°/,H| 9,97°9/,H| 9,98°/, H 9,49°/, H 9,23°/, H 
| 11,57°/, O 11,68%/, O | 12,31%/, O 
! i ' 100,00 100,00 | 100,00 
M = 253 M = 274 M = 260 








. Die wachsartigen Destillationsprodukte sind sonach sauer- 
i} rg stoffhaltige Produkte. Man wird schwerlich fehlgehen, wenn 

4 man sie als labile, nur wahrend der ersten Stadien des 
Destillationsprozesses auftretende Vorstufen der (die 
Hauptmenge der Destillationsprodukte bildenden) 
‘ Kohlenwasserstoffe ansieht und vermutet, da8 sie durch 
‘: . i Abspaltung von Wasser bzw. Sauerstoff in dieselben iibergehen; 
bi z. B. kénnte ein Wachs C,,H,,0, durch Wasserabspaltung in 
einen Kohlenwasserstoff C,,H,, (s. 0.), oder ein Wachs C,,H,,0,, 
ebenso in einen Kohlenwasserstoff C,,H,,, ein Wachs C,,H,,0, 





} ? durch Sauerstoff- bzw. Wasserstoffabspaltung in einen Kohlen- 
eee wasserstoff C,,.H,, oder C,,H,, iibergehen usw. 
BI Zu dem Versuche, uns durch Analyse der bei neuerlicher 


trockener Destillation unserer Wachse auftretenden Produkte 
iiber diesen Zusammenhang volle Klarheit zu verschaffen, hat 
leider das Material nicht ausgereicht. 
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V. Einwirkung von Oxydationsmitteln auf die Destillations- 
produkte. 


A. Einwirkung von Permanganat. 


Das obige Destillationsprodukt wurde bei stark alkalischer 
Reaktion von Permanganat angegriffen. Doch ging die Oxy- 
dation nur zégernd vor sich und muBte die Oxydation in einer 
sonst wenig iiblichen Weise, namlich in alkoholischer Lésung 
durchgefiihrt werden, um den gewiinschten Effekt zu erzielen. 
Es brachte dies die Unbequemlichkeit mit sich, da8 auBer- 
ordentlich groBe Mengen des Oxydationsmittels angewandt werden 
muBten, von dem nur ein Bruchteil dem 61 gegeniiber zur 
Wirkung gelangte, der Rest jedoch durch Oxydation des Lésungs- 
mittels verloren ging. Auch war die Ausbeute sehr klein. 


32 ccm des Rohéls wurden in 11 Alkohol gelést und die Lésung 
portionenweise mit im ganzen 1040 cem einer 20°/, igen Calciumperman- 
ganatlésung und mit 160 com Kjeldahllauge versetzt. Die Oxydation 
wurde so weit getrieben, bis in einer vom Braunsteinschlamm befreiten 
Probe auf Wasserzusatz keine Triibung mehr erfolgte, sonach nichts von 
dem urspriinglichen Produkte mehr vorhanden war. Nunmehr wurde 
der Braunsteinschlamm abgenutscht und mit siedend heiBem Alkohol 
gewaschen. Der beim Eindunsten der vereinigten Filtrate hinterbleibende 
Riickstand wurde in Ather aufgenommen, die Lésung im Schiitteltrichter 
erst mit verdiinnter Salzsiure, dann mit Wasser gewaschen, die einen 
saueren Charakter aufweisende Substanz sodann aus dem Ather in ver- 
diinntes wisseriges Ammoniak iibergefiihrt und die wisserige Lésung 
eingedampft. Der harzige Riickstand wurde nunmebr in Alkohol gelést, 
die Lésung mit alkoholischer Quecksilberacetatlésung gefillt, der hell- 
gelbe Niederschlag auf einem geharteten Saugfilter gesammelt, mit heiBem 
Alkohol, sodann mit absolutem Alkohol und absolutem Ather gewaschen 
und schlieBlich im Vakuum iiber Schwefelsiure bei Zimmertemperatur 
zur Gewichtskonstanz getrocknet. Ausbeute 1,9 g des Quecksilbersalzes. 

1. 0,2492 g Substanz gaben!) 0,2537 g CO, (= 27,77°/, C) und 
0,0760 g H,O (3,39°/, H). 

2. 0.2575 g Substanz gaben 0,2620 g CO, (= 27,77°/, C) und 0,0792 g 
H,O (= 3,42°/, H). 

3. Quecksilberbestimmuug nach dem titrimetrischen Verfahren 
nach Rupp und N6ll?): 0,4259 g Substanz verbrauchten 23,6 ccm 


1) d. h. Verbrennung wurde unter Vorlage von Goldblattchen aus- 
gefiihrt. 

2) Vgl. Hans Mayer, Analyse. III. Aufl. S. 293. Kontroll- 
analysen wurden mit abgewogenen Mengen Mercurinitrat (Kahlbaum) 
ausgefiibrt. 
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®/,9-Rhodanammoniumlésung, entsprechend 23,6 >< 0,010015 = 0,2363g Hg 
= 65,49°/, Hg. 

4. Quecksilberbestimmung: 0,260] g Substanz verbrauchten 
14,3ccm®/,9-Rhodanammonium, entsprechend14,3 >< 0,010015—0,1432g Hg 
= 55,06°/, Hg. 





Mittel 
C 27,77°/, 27,77°/, 27,77°/, 
H 3,39°/, 3,42°/, 3,40°/, 
Hg ‘55, 49°/, 55,06°/, 55,27°/, 
0 13,56°/, 
100,00°/, 
Daraus ergibt sich eine Relation 
Cs,37Hi2,21Hg10s 06 
oder 
Cy6,74H24,42H 2206.06 
Die Formel C,,H,,Hg,O, erfordert die Werte: C 28,18°/, 
H 3,31°/, 
Hg 55,24°/, 
O 13,27°/, 


100,00°/, 
und wire demnach als diejenige eines von dem Kohlen- 
wasserstoffe C,,H,, abgeleiteten Oxydationsproduktes 
zu deuten, wahrend andere hier in Betracht kommende Formeln, 
wie z. B. C,,H,,Hg,O,, in minder guter Ubereinstimmung mit 
den Analysenzahlen stehen oder aber, wie etwa die Formel 
2C,,H,,0,.3HgO, kompliziertere Annahmen erfordern. 


B. Einwirkung von Salpetersiure. 


Eine zweite und umfangreichere Versuchsreihe hatte die 
Einwirkung der Salpetersaure auf die dligen Destillationsprodukte 
zum Gegenstand, wobei wir an die eingangs zitierte Beobachtung 
Pregls*) ankniipften. Wir haben von diesen Versuchen vor 
allem deshalb eine gewisse Aufklarung erwartet, weil wir mit 
Bestimmtheit erwarten konnten, da8 keine aliphatische Seiten- 
kette der dauernden Einwirkung heiBer, rauchender Salpeter- 
siure auf die Dauer widerstehen wiirde. Man durfte demnach 
darauf rechnen, durch diesen Eingriff den unseren Produkten 
zugrunde liegenden cyclischen Kern sozusagen herauszuschilen, 
wobei man allerdings den Nachteil mit in den Kauf nehmen 


1) Le. 
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muBte, da8 man desselben nur im nitrierten Zustande habhaft 
werden konnte und da der Eintritt einer wechselnden Zahl 
von Nitrogruppen die Sachlage wesentlich komplizierte. Der 
iiberdies aus der mangelnden Krystallisationsfahigkeit der Nitro- 
produkte erwachsenden Unsicherheit in bezug auf die Deutung 
der analytischen Ergebnisse suchten wir, soweit dies eben 
méglich war, durch Analyse einer gréBeren Anzahl von Pra- 
paraten verschiedener Herkunft wenigstens teilweise abzuhelfen. 

Um eine unnétige Weitschweifigkeit der Darstellung zu 
vermeiden, geben wir unsere Versuche tabellarisch wieder (siehe 
8. 424 und 425). 

SchlieBlich noch einige Bemerkungen iiber die Eigenschaften 
unserer Nitroprodukte. 

Dieselben waren in Wasser unldéslich, in der Mehrzahl der orga- 
nischen Lésungsmittel in frisch gefalltem Zustande leicht léslich, doch 
sahen wir wiederholt nach scharfem Trocknen eine erhebliche Abnahme 
der Léslichkeit, derart, da® z. B. fiir die Molekulargewichtsbestim- 
mungen nach dem Siedeverfahren schlieBlich nur Aceton und Eisessig 
iibrig blieben. Leider versagten, wie erwahnt, die Bestimmungen aus 
uns unbekannten Griinden ganzlich. Nur in einem Falle gab eine Be- 
stimmung einigermaBen brauchbare Ablesungen, aus denen sich ein 
Molekulargewicht von etwa 250 berechnen lie. Wir muBten also auf 
eine Ermittlung des Molekulargewichtes leider verzichten. 

Durch Reduktion einer alkoholischen Lésung des Nitroproduktes 
mit Zinnchloriir und Salzséure wurde ein Produkt erhalten, dessen Lésung 
auf Alkalizusatz nicht mehr den fiir das Nitroprodukt charakteristischen 
Farbenumschlag aus Gelb in Rotbraun gab. Das Reduktionsprodukt 
zeigte nicht etwa einen basischen, sondern einen sauren Charakter; es 
war in verdiinntem Alkali leicht léslich und daraus durch Saurezusatz 
in braunen Flocken fallbar. Unsere Hoffnung, von dem Reduktions- 
produkte aus auf dem Wege der Diazotierung zu einem farblosen Derivate 
zu gelangen, ging nicht in Erfiillung. 

Die Versuche, durch Erhitzen der Nitroprodukte mit Salpeter- 
siure im EinschluBrohre einen weiteren Abbau zu_ erzielen, 
scheiterten daran, da8 keine unserer Réhren den groBen bei der Reaktion 
auftretenden Druck auszuhalten vermochte. 

Was nun die Natur der Nitroprodukte betrifft, so lehrt 
ein Blick auf die Tabelle, da8 von einer chemischen Ein- 
heitlichkeit derselben keine Rede sein kann. Es handelt sich 
vielmehr um Gemenge in verschiedenem Grade nitrierter und 
oxydierter Derivate unserer Kohlenwasserstoffe. Will man die- 
selben auf einen Komplex mit 17 Kohlenstoffatomen beziehen, 
so gruppieren sie sich etwa um die aus den Mittelwerten berechnete 
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Nr. | Darstellung des Priparates | Analyse 


1 rr g i Cholsaure (4mal umkrystal- 








0 
lisiert) bei Gegenwart von 10 g P,O,; yd —— /o 
trocken destilliert, Ol in heiBer rauchender N 909” 
HNO, gelést. Lésung mit H,O gefallt. O 3556 
Produkt in Chloroform gelést, mit Petrol- ounisteaeale 
ather gefallt. Im Vakuum getrocknet. 100,—°/o 





2 | 5g reiner krystallisierter Biliansaiure bei} C 48,09°/, 
Gegenwart von 10 g Eisenfeilspinen| H 4,19 ,, 
destilliert. Ol wie in 1 behandelt, Nitro-| N 9,78 ,, 
= er’ iiberdies in NaOH gelést, mit | O 37,94 , 

Cl gefallt. 100%, 








3 Destillationsprodukt aus Biliansaéure| C 54,44 54,30 | 54,37°/, 
5 Tage lang mit iiberhitztem Wasser-| H 4,21 406 4,14, 
dampf behandelt, der nicht fliichtige] N 833 8,14 | 8,24,, 
Anteil wie oben nitriert und weiter-| O | 33,26 ,, 

behandelt. T00,—°/, — 


4 Destillationsprodakt aus Cholesure. Wie | ¢ er a3 07 | | 36,87°/> 


3, 
3. Nitroprodukt in NH, gelést, NH,-Uber- | ° 
schu8 am Wasserbade. vertrieben, | Riick- As one an a | ost » 
stand in H,O gelést, mit AgNO, gefillt, ’ agai! 18,55 ” 
Ag-frei gewaschen, im Vakuum getrocknet. 











100,—/, 
5 Destillati ili a le C 35,83 36,14 35,98 °/o 
= Senne aus Biliansaéure H 260 255 | 257. 
N 5,80 65,84 582, 
Ag 36,85 | 36,85 ,, 
| 18,78 , 
100,—*, 
6 | Die in Versuch 4 und 5 durch EingieBen 
in H,O erhaltenen Filtrate durch Ein-| C 31,16 31,23 | 31,20°/, 
dampfen von HNO, befreit, Riickstand| H 2,52 2,54 | 253, 
in H,O gelést. Kleine Menge Oxalsiure| N 2.65 2,79 2.72 , 
als Calciumoxalat beseitigt, Nitroprodukt | O 42,56 42,95 42,72 | 42,74 , 
in Amylalkohol, aus diesem die verdiinnte | 20,81 , 
NH, iibergefiihrt, sodann in Silbersalz 100,—*,, 
umgewandelt. 

















Formel C,,H,,(NO,),0,, wahrend, wenn man als extremen Fall 
den 12 C-Komplex heranzieht, die Formel C,,H,,(NO,),0, ge- 
wissermaBen als Paradigma gelten kann. 

Man wird aus der Betrachtung dieser Produkte wohl 
kaum mehr als die Tatsache ableiten kénnen, daB unser 
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korper. 





; Atemeciation des Gihesnaless | 


Atomrelation der freien Saure 








C, Ho.977N 01 5190,521 


C,H, 025No.154 48010600 379 ©, Hy 131No.1540 379 


C, Ho s50No138480.1 1399391 C, Ho.963No0,13890,391 


C, Ho .965No.075480.152%.500 C, Hy 147N0.07590.500 





Mittel: C, Hj .027N0.1379 0.473 sae 7 
C, Hy 927(N Og) 0.13790,199 = Ci2Hj2.32(NO2); 6492.39 
= Cy, Hy 7,46(NOo)2.3393,38 





Kohlenwasserstoff unter der Einwirkung der Salpeter- 
séure eine partielle Dehydrierung und eine Oxydation 
erfahren und dabei gleichzeitig einen Teil seines 
Wasserstoffes gegen Nitrogruppen ausgetauscht hat. 
Die Annahme einer Ringsprengung unter Carboxyl- 
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neubildung ist dabei nicht unerlaBlich; der saure 
Charakter der Verbindungen kann durch die Koexistenz 
von Nitro- und Phenolgruppen ausreichend erklart 
werden. 


VI. Diskussion der Versuchsergebnisse auf Grund der 
Pregischen Annahme fiir die Konstitution der Cholsaure. 


Wenn wir nunmehr versuchen wollen, uns iiber die Schlu8folgerungen 
klar zu werden, die sich aus unseren Beobachtungen hinsichtlich der 
Konstitution der Cholsiure ergeben, glauben wir, dab es wenig Nutzen 
brachte, die-sehr zahlreichen, sich hier ergebenden theoretischen Méglich- 
keiten, eingehend zu erértern. 

Wir glauben vielmehr, daB wir sowohl den logischen als auch den 
praktischen Gesichtspunkten besser entsprechen diirften, wenn wir uns 
darauf beschranken, an jene Vorstellungen hinsichtlich der Konstitution 
der Cholséiure unmittelbar anzukniipfen, die der Gesamtheit des bis- 
her vorliegenden, sehr umfangreichen Versuchsmaterials am 
besten Rechnung tragen. 

Pregl*) hat ganz kiirzlich in einer vortrefflichen Untersuchung 
die SchluBfolgerungen, die sich aus seinen eigenen Versuchen sowie aus 
den wichtigen neuen einschligigen Arbeiten von Panzer®), Letsche’), 
Langheld*) und Schrétter®) ergaben, in folgender Art zusammen- 
gefaBt: 

»Als einfachste Vorstellung fiir die Konstitution der Cholalsiure 
ergibt sich eines der beiden nachstehenden Formelbilder, in denen die 
Stellung der Substituenten und der doppelten Bindungen ganz willkiir- 
lich gewahlt ist: 


CH,OH CH,0H 


H, H, \ 
4 \ vA \ 
coon-HY mm HicHy,2¢ mm YE, 


\ ee”, 
H, 4, 
Hy 


1) l.c., Zeitschr. f. physiol. Chem. 65, 167 ff.; vgl. Pfliigers Archiv 
71, 307, 1898 und Sitzungsber. d. Wien. Akad. 111, Abt. IIb, 1902. 

2) Th. Panzer, Uber Latschinoffs Cholekampfersaéure. Zeitschr. f. 
physiol. Chem. 58, 181; Energische Oxydation der Cholsiure mit Salpeter- 
sdure. Ibid. 60, 376. 

3) F. Letsche, Abbau der Cholsaure durch Oxydation. Ibid. 61, 215. 

*) Langheld, Uber das Verhalten der Cholsiure gegen Ozon. 
Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 41, 1023. 

5) H. Schrétter, Monatsh. f. Chem. 25, 245, 395, 749. 
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CH,OH CH,OH 
H, H, \H HY 


P \ 
cooH-H¢ =yyy =H (cH, BY 


H, H, H, H\ ; 
H 4H 
Wir hatten demnach im Molekiil der Cholalsiure 3 hydrierte Ring- 
systeme, von denen das mit I bezeichnete lediglich erschlossen ist, wahrend 
Ring II durch Schrétter zum mindesten wahrscheinlich gemacht, 
Ring III hingegen von Panzer experimentell bewiesen worden ist.“ 
Pregl nimmt an, da8 bei der Bildung von Ciliansiure C,.H,,0, 
aus Biliansaiure C,,H,,0, aus einem Kérper mit 3 hydrierten Ring- 
systemen ein solcher mit nur 2 Ringsystemen hervorgeht, und da8 dem 
Grundkohlenwasserstoff der Cilianséure C,,)H3, folgende Formel (in der 
die Stellung der CH;-Gruppen willkiirlich ist) zukommt: 
CH, CH; 
H, H, H iH 


a ™ 4 \ 
cH, Hy YH_ (CH) «4 YH 
H, A, a, 

Da wir nun gefunden haben, daB8 nicht nur die Cholalsiure und 
die Biliansaure, sondern auch die Ciliansiure bei trockener Destillation 
den charakteristischen Kohlenwasserstoff liefert, mu8 man im Sinne 
obiger Vorstellung annehmen, da8B das Zweiringsystem der Cilian- 
siure alle jene Elemente enthalt, die zur Bildung jenes 
Kohlenwasserstoffes erforderlich sind. 

Es ist nun eine naheliegende und plausible Vorstellung, daB bei 
trockener Destillation der Ciliansiure die (im obigen Schema durch CH,- 
Gruppen vertreten) 3 Carboxyle abgesprengt und die beiden Carbonyl- 
gruppen reduziert werden. 

In diesem Falle wiirde der gesittigte Kohlenwasserstoff 

ya : He H, Hy 
a om S2 cay,-2 mo m= Calin 
\ 
baa a, H, 
resultieren. 

Nimmt man jedoch weiter an, daB bei der trockenen Destillation 
eine totale Dehydrierung des Panzerschen Ringes (III) vor sich ge- 
gangen ist (analog wie Pregl] eine solche beim Ubergange der Choloidan- 
siure in Brenzcholoidansiure beim Schmelzen der ersteren annimmt), 
so wirde der Kohlenwasserstoff 

H 4H H, 4, 
as a ag. * ier 
HC SSS - cat, BC DH, = CH ae 
re, - 
H H 2 2 
daraus hervorgehen. 





O. v. 


Firth und E. Lenk: 





Fliichtiges 01 


Gefunden 





thes | 


B.. 





C 84,05 
H 10,47 


90,52 | 


89,57 
10,24 


89,49 
10,21 


89,40 89,53 90,36 
10,18 10,36 10,35 


99,58 99,89 100,71 
A. B. 


89,31 
10,03 


89,25 
10,24 








M = 165 
Halogenaddition 


Spezifische Refraktion 


196 217 160. 178 176 214 


1 g addiert 0,328 0,457 g Br 
0,727 O,7ll g J 


n? —1 1 


R=, 73'¢ 0,3259, 0,3258, 0,3184, 0,3216, 0,3177 





3 

= 

3 

2x 
£5 
2 
= 


A. 
76,41°/, 76,24°/, 
11,04 10,89 

M = 212 

C. 

78,85, 78,25% 
H 10,00 9,97 
0 


M = 253 


B. 
76,60°/, 
10,40 
13,00 

100,— 
254 


76,32, 
10,97 

| 12,71 

| 100,— 


78,45°/, 
9,98 

11,57 
| 100,— 





Oxydation 
mit 


C 27,77%,, 
H 3,39 
Hg 55,49 
oO 


27.77 fo 
3.42 
55,06 





Oxydation 
mit 


L Cy Ho.977No.1519% 0,521 
Il. C,H, oss 0.174~ 0.591 
Ill. CQ, Ho,906N 0.1300 0.459 
IV. C,H, as: 0.15400,379 
V. C, 0,963**0,138~0,391 





Salpetersiure | Permanganat 


VI. C,H, 147No.075 0.500 
Nun kann es sich, 


C,H 927(NO2)o.1370 0.199 


wie ein Blick auf die obenstehende Uber- 


sichtstabelle unserer Analysenresultate lehrt, keinesfalls um den Kohlen- 
wasserstoff C,,H,, handeln; wohl aber kommen die Kohlenwasserstoffe 
C,,H,, und C,,H,, in Betracht, und zwar wiirden die Wasserstoffzahlen 
eher zugunsten des letzteren sprechen. Die Bestimmungen der Mole- 
kularrefraktion haben das Vorhandensein von 3 doppelten Bindungen 
ergeben, und die Bestimmungen der Halogenaddition haben weiterhin 





Tabelle 


_— 


Kohlenwasserstoff C,7Ho, 
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Tabelle. 
Berechnet fir 
C1 7H, C,7Ho2 CisHig 
in %/, a in °/, in °/9 
, C 89,48 as C 90,26 + C 90,00 
= H 10,52 = H 9,74 = H 10,00 
5 100,— 3} 100,— oF 100,— 
: M = 228 3 M = 226 3 M — 160 
£ a 
g Cae 1gO1>0,351g Br : C,,H.,Br: 1 g Ol 0,35 Br | r C,,H,,Br: 1g 01> 0,500 Br 
: C,7Ho3J: 1 g Ol> 0,557 g J 4 C,7H2,J: 1 eo > a5e8 J C,H, ,J: 1g O1>0,793 J 
c} 3 Doppelbindungen + = 3 “Eepalin + zi 3 Doppelbindungen + 
4 3 ae a F- 2 Ringschliisse 
° = pe | (=) ira | ° a MR a 
4 R= “= 0,3196 | i R= 7 = 0,3131 | $4 R= 7" 0,3247 
Cy7H 990. | 
C 177,27 °/, 
H 10,61 
O 12,12 | 
M — 264 
C7H 240, | 
C 78,46 °/, 
H 9,23 
O 12,31 | 
100, — 
M = 260 | 
C,7HagHg.0, Cree, 06, | 2C,2H,,0;.3Hg0 
C 28,18°/, 28,26 °/, C 27,07°/, 
H 331 | i 3,04 H 3,00 
Hg 55,24 Hg 55,40 Hg 56,39 
O 13,27 O 13,10 O 13,54 
100,— 100,— | 100,— 
C,7Hyg(NO2).03: | Cy2Hy2(NO,).0, 
C,H, o58(NO2)0,1179 0.176 CyHy(NOz)o 1669 o.166 


gelehrt, daB es sich keinesfalls um aliphatische doppelte Bindungen 
handle, sondern vielmehr um solche, die in einem cyclischen Kom- 
plex maskiert sind. Da nun der entsprechende Grundkohlenwasserstoff 
C,7Hg, ist, enthailt der Kohlenwasserstoff C,,H,, ein Minus von 12 H, der 
Kohlenwasserstoff C,,H,,. ein Minus von 14H. Da nur 6 H auf Rechnung der 
doppelten Bindungen kommen, resultiert das Vorhandensein von 3 Ring- 
bildungen im ersteren, von 4 Ringbildungen in letzterem Falle: 
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Kénnte nun die Neubildung eines Dreiring- bzw. Vierring- 
systems bei der trockenen Destillation der Ciliansaiure aus 
dem Zweiringsystem dieser letzteren mit der Preglschen Vorstellung 
in Einklang gebracht werden? 

Wir glauben diese Frage bejahen zu diirfen, wobei wir aus einer 
groBen Zahl von Méglichkeiten deren zwei herausgreifen und im nach- 
folgenden Schema veranschaulichen : 

H 
_CH, 


‘ DCH, 
A nian 
P i CH CH, 
Pd H CH, 
Hy 

C,7He2 

Wir sind — und dies sei, um MiBverstindnissen vorzubeugen, 
nachdriicklich betont — weit davon entfernt, zu behaupten, daB der 
Vorgang sich tatsichlich in der angegebenen Art abspielt. Denn, ab- 
gesehen davon, daB die ganze Vorstellung auf einer vorlaufig noch 
hypothetischen Annahme iiber die Konstitution der Cholsdiure 
basiert, liegt es ja auf der Hand, daB Ringschliisse und doppelte Bin- 
dungen noch in der mannigfachsten Art zustande kommen kénnten, da8B 
die Bildung von Drei-, Vier- und Finfringen denkbar ware usw. und 
da8 nur dann, wenn man etwa auf synthetischem Wege Substanzen von 
ahnlicher Konstitution erhalten und mit dem Cholsdurederivat iiberein- 
stimmend gefunden hitte, eine bestimmtere Behauptung am Platze ware. 

Das Schema soll nichts anderes veranschaulichen als das Bestehen 
der Méglichkeit, unsere experimentellen Befunde mit den Anschauungen 
Pregls in Einklang zu bringen. 

Wir méchten jedoch auch noch auf eine andere Méglichkeit hin- 
weisen: da8 nimlich hier einer jener Faille vorliegen kénnte, wo sich bei 
Berechnung der Molekularrefraktion aus der Summe der Atom- 
refraktionen Theorie und Praxis nicht decken; derart daB nicht, wie an- 
genommen, 3 doppelte Bindungen, sondern dennoch deren mehrere, und 
zwar 4 oder 5 existieren und man demnach mit der einfachen Annahme 
eines partiell hydrierten Diphenylpentanderivates auskime 
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(Diphenylpentan — C,;H,.), die einer direkten Priifung durch die Syn- 
these nicht allzu schwer zuganglich ware.) 

Man wird die hier vorliegenden Schwierigkeiten richtiger einschitzen, 
wenn man sich vergegenwartigt, daB unser Kohlenwasserstoff trotz der 
leidlichen Ubereinstimmung der analytischen Befunde von Priparaten 
verschiedener Provenienz in streng chemischem Sinne nicht als ein- 
heitlich angesehen werden kann, infolge der unvermeidlichen Ver- 
harzung vielmebr als ein Gemenge des urspriinglichen Kohlenwasser- 
stoffs und seiner bei der Verharzung auftretenden Modifikationen 
angesehen werden muB. 

Die Annahme, daS unserem Kohlenwasserstoffe ein Komplex von 
17 Kohlenstoffatomen zugrunde liegt, findet in der Analyse und Mole- 
kulargewichtsbestimmung der wachsartigen Destillationsprodukte 
eine unmittelbare Stiitze. Die Feststellung, da8B dieselben 2 Sauerstoff- 
atome im Molekiile enthalten, schrankt hier die Anzahl der vorhandenen 
Méglichkeiten wesentlich ein und deutet auf das Vorhandensein eines 
Komplexes mit 16 bis 18 Kohlenstoffatomen direkt hin. Die Annahme, 
daB die wachsartigen Destillationsprodukte die 17 Kohlenstoffatome eines 
hydrierten Diphenylpentankomplexes in sich schlieBen, hatte den Vorzug 
besonderer Einfachheit und wiirde ihre Auffassung als labile Vorstufen 
des Kohlenwasserstoffes, in den sie durch Abspaltung von O- und H- 
Atomen ohne Anderung des Kohlenstoffskelettes iibergehen kénnten, in 
befriedigender Weise Rechnung tragen. 

Eine weitere Stiitze findet die Annahme eines hydrierten Dipheny]- 
pentankomplexes in der Analyse der Quecksilberverbindung eines durch 
Permanganateinwirkung erhaltenen Oxydationsproduktes. 
Die Berechnung derselben ergibt eine Relation Hg,:C,/, und leitet 
direkt zu einer Formel ©C,,H,,Hg,O, oder C,,H,.Hg,O, hin, die wohl 
derart zu deuten ware, daB die beiden Hg-Atome nicht von Carboxylen 
sondern von phenolartigen Hydroxylen getragen werden. 

Was schlieBlich die Nitrokérper betrifft, die durch Einwirkung 
starker Salpetersiure auf unsere Destillationsprodukte entstanden sind, 
wiirden sich dieselben gleichfalls unschwer unserem Schema einfiigen. 
Man kénnte dieselben so deuten, daB der hydrierte Diphenyl- 
pentankomplex durch die Wirkung der Salpetersaiure de- 
hydriert, 2 bis 3fach nitriert und mehrfach oxydiert 
worden sei (wobei die Oxydation bei der Bildung von Phenolgruppen 
stehen bleiben oder bis zur Bildung von Carbonylgruppen weiter gehen 
kénnte) z. B. 

C,7H a2 —> C17Hg9 —» Cy7H,7(NO_)30, oder C,7H,g(NO,),03 usw. 

Das Oxydationsprodukt wiirde also in diesem Falle seinen aus- 
gesprochen saueren Charakter, der es befahigt, mehrere Atome eines 
einwertigen Metalles zu binden, nicht der Gegenwart von Carboxylen 


1) Vgl. hinsichtlich der Synthese von Diphenylpentanderi- 
vaten: V. Meyer & Jacobson, Lehrb. d. organ. Chem: 2, 2. Teil, 278, 
und die analoge Synthese des Diphenyl! butans (ibd. S. 267). 
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sondern dem Nebeneinander von Nitrogruppen und Hydroxylen (wie 
dies z. B. in der Pikrinséure der Fall ist) verdanken, es wire denn, daB 
man die Sprengung des Ringes II und die Neubildung von Carboxyl- 
komplexen annehmen wollte. 

Wie friiher auseinander gesetzt worden ist, liegen noch eine ganze 
Reihe von Kohlenwasserstoffen wie C,.H,,, CysHis, CygHig, CysHeo, 
C,,H,. innerhalb des Bereiches unserer Elementaranalysen und Mole- 
kulargewichtsbestimmungen. Es diirfte geniigen, um das Anfangsglied 
dieser Reihe C,,H,, noch kurz zu diskutieren. 

Ein Blick auf die Ubersichtstabelle lehrt, daB hier gefundene und 
berechnete Werte ebensogut wie bei der friiheren Annahme harmonieren. 
In bezug auf das Halogenadditionsvermégen herrscht hier sogar bessere 
Ubereinstimmung. Da die Molekularrefraktion auf 3 Doppelbindungen 
hinweist, ware hier die Annahme eines Zweiringsystems ndétig. 

Ist die Annahme eines mit 2 RingschlieBen ausgestalteten Kohlen- 
wasserstoffes C,.H,, oder C,,H,, mit der Preglschen Vorstellung 
unvereinbar? Wir glauben, daB dies nicht unbedingt der Fall sein muB. 
Pregl halt den Kohlenwasserstoff, den Panzer bei Natronkalkdestil- 
lation der Cholecamphersaure (Choloidansiure) erhalten hat, fiir Normal- 
heptylbenzol C,,H,5, und wir brauchten hier nur einen sekundiren Ring- 
schlu8 anzunehmen, um aus dem analog abgeleiteten Hexylbenzol C,.H,, 
den Kohlenwasserstoff C,,H,, oder aus C,,;H,, den Kohlenwasserstoff 
C,;H,, abzuleiten. 

Wesentlich schwieriger wiirde sich in diesem Falle die Deutung 
eines Zusammenhanges mit den wachsartigen Destillations- 
produkten gestalten und auch die Deutung des Permanganat- 
Oxydationsproduktes wirde komplizierte Annahmen erfordern (etwa 
2 C,oH,,0.-3 HgO). Es lehrt ferner eine einfache Rechnung, daB die 
Ausbeute an Kohlenwasserstoff in diesem Falle bestenfalls 42°/, der 
Cholséure betragen kénnte, wihrend die Ausbeute an Rohdl tatsichlich 
weit mehr als die Halfte betragen kann. Man wird so zu der Vor- 
stellung, es handle sich um einen Komplex mit 17 Kohlenstoffatomen, 
immer wieder hingedrangt. 

Eine definitive Klarung der Sachlage ist wohl erst dann zu er- 
warten, wenn es gelungen sein wird, krystallisierte Derivate unserer 
Kohlenwasserstoffe zu gewinnen oder die Zahl der in Betracht kommen- 
den Méglichkeiten auf dem Wege des synthetischen Experimentes 
einzuschranken. 

Vorliufig glauben wir uns mit der Feststellung begniigen zu 
sollen, daB die Gesamtheit unserer Beobachtungen keinerlei 
Tatsachen zutage geférdert hat, die mit der Preglschen An- 
nahme durchaus unvereinbar waren. 


Zusammenfassung. 


1. Bei der trockenen Destillation der Cholsiure und der 
Bilianséure treten identische Produkte auf, und zwar einerseits 
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solche von dliger, andererseits solche von wachsartiger Be- 
schaffenheit. 

2. Der aus dem Oligen Destillationsprodukte durch iiber- 
hitzten Wasserdampf isolierbare fliichtige Anteil ist ein 
Kohlenwasserstoff, der auBerordentlich leicht der Verharzung 
unterliegt und selbst im Kathodenvakuum nicht unzersetzt 
destilliert werden kann. Demselben kommt nicht die ihm von 
Destrem zugeschriebene Formel C,,H,,, vielmehr (wie Mole- 
kulargewichtsbestimmungen in siedendem Lisessig, Chloroform 
und Aceton, sowie Gefrierpunktsbestimmungen in LEisessig 
lehren) ein niederes Molekulargewicht zu, und zwar handelt es 
sich um einen Verband von 12 bis 17 Kohlenstoff- 
atomen. 

3. Die Berechnung der Molekularrefraktion aus dem 
Brechungsindex, der Dichte und dem Molekulargewichte deutet auf 
das Vorhandensein von 3doppelten Bindungenhin. Dieselben 
sind, wie Versuche der Addition von Brom und Jod lehrten, 
nicht aliphatischer Natur, vielmehr in einem cyclischen 
Komplex enthaltene, ,,maskierte‘‘ Bindungen. Die Halogen- 
aufnahme entspricht annahernd der Substitution von einem 
Atom Halogen pro Molekiil. 

4. Die neben der Hauptmenge der obigen Destillations- 
produkte in nur geringen Mengen auftretenden wachsartigen 
Destillationsprodukte sind sauerstoffhaltige Sub- 
stanzen. Die Zusammensetzung derselben entspricht den 
Formeln C,,H,,0,, bzw. C,,H,,O, oder aber analogen Aus- 
driicken mit 18 oder 16 Kohlenstoffen. Dieselben sind an- 
scheinend labile, nur wahrend der ersten Stadien des Destil- 
lationsprozesses auftretende Vorstufen des vorerwahnten 
Kohlenwasserstoffes. 

5. Der Kohlenwasserstoff wird durch Oxydation mit 
Permanganat in alkalischer Lésung in ein Produkt von 
saurem Charakter iibergefiihrt, dessen Quecksilbersalz annaihernd 
der Zusammensetzung C,,H,,Hg,0,, bzw. C,,H,,Hg,O, oder einer 
verwandten Formel entspricht. 

6. Durch Behandlung der 6ligen Destillationsprodukte mit 
Salpetersiure wurden amorphe Nitrokérper von saurem 
Charakter erhalten, die selbst gegen die heiBe rauchende Sal- 


petersiure resistent sind und aus dem urspriinglichen Kohlen- 
29* 
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wasserstoffe durch Dehydrierung, Eintritt von 2 bis 3 Nitro- 
gruppen und weitere Aufnahme mehrerer Sauerstoffatome ab- 
geleitet werden kénnen. 

7. Die Ciliansfure C,,H,,0,, die aus der Biliansaure 
unter Verlust von 4 C-Atomen hervorgeht und nach Pregl 
als ein Kérper mit nur 2 hydrierten Ringsystemen aufzufassen 
ist, liefert bei der trockenen Destillation allem Anscheine nach 
denselben Kohlenwasserstoff wie die Cholséure und die Bilian- 
siure. Der Bildung dieses Kohlenwasserstoffes diirfte sonach 
ein hydriertes Zweiringsystem zugrunde liegen. 

8. Die Richtigkeit der von Preg] fir die Konstitution 
der Cholsaéiure entwickelten Anschauungen vorausgesetzt, 
wiirde sich Verhalten und Beschaffenheit des Kohlenwasser- 
stoffes wohl am ungezwungensten durch die Annahme deuten 
lassen, da8 demselben die Formel C,,H,, oder C,,H,, zukomme 
und da8 sich derselbe aus dem der Ciliansiure zugrunde 
liegenden hydrierten Diphenylpentankomplex 

< > (CH,),-—<< sD 
durch partielle Dehydrierung bzw. durch sekundare Bildung 
eines Drei- oder Vierringsystemes ableite. Die Annahme, daB 
dem Kohlenwasserstoffe ein kleineres Molekulargewicht (z. B. 
entsprechend C,,H,, oder C,,H,,) zukomme, erscheint weniger 
wahrscheinlich, ohne ganz ausgeschlossen werden zu kénnen. 

9. Die Gesamtheit der vorliegenden Beobachtungen hat 
keinerlei Tatsachen zutage geférdert, die mit der Pregl- 
schen Vorstellung hinsichtlich der Konstitution der 
Chols&éure unvereinbar waren, bietet jedoch auch noch 
anderen Moglichkeiten Raum. 











Uber die Verbreitung asparaginspaltender Organfermente. 
Von 


O. v. Fiirth und M. Friedmann, Wien. 


(Eingegangen am 9. Mai 1910.) 


Gelegentlich einer die Desamidierungsvorginge im Tier- 
kérper betreffenden, im Laboratorium F. Hofmeisters aus- 
gefiihrten Untersuchung hat S. Lang’) darauf hingewiesen, 
daB sich der Zerfall der Amide von Aminoséuren (Asparagin 
und Glutamin) im tierischen Organismus mit der gréBten Leichtig- 
keit vollzieht, und daB diese Amide bei antiseptisch durch- 
gefiihrten Versuchen einem autolysierenden Organbrei zugesetzt, 
allmahlich ihren gesamten Amidstickstoff abspalten. Die weite 
Verbreitung von amidspaltenden Fermenten im Pflanzenreiche 
ist durch die Untersuchungen von Shibata’), Castoro’), 
Pringsheim*), Butkewitsch®*), Kiesel®) u. a. sichergestellt 
worden. 

Die naheliegende Vorstellung, daB wir es hier nur mit 
einem speziellen Falle von tryptischer Enzymwirkung zu 
tun haben, wird durch den von Schwarzschild’) erbrachten 
Nachweis widerlegt, demzufolge das Trypsin nicht imstande ist, 
aus Asparagin Ammoniak abzuspalten. Eine andere Frage da- 
gegen ist die, ob die asparaginspaltenden Fermente zu den 
autolytischen Gewebsfermenten und zu den Organ- 


1) S. Lang, Beitrage z. chem. Physiol. u. Pathol. 5, 320, 1904. 

2) K. Shibata, Ibidem 5, 385, 1904. 

3) N. Castoro, Zeitschr. f. physiol. Chem. 50, 525, 1909. 

‘) H. Pringsheim, diese Zeitschr. 12, 15, 1908. 

5) W. Butkewitsch, diese Zeitschr. 16, 410, 1909. 

6) A. Kiesel, Zeitschr. f. physiol. Chem. 60, 476, 1909. 

7) M. Schwarzschild, Beitrage z. chem. Physiol. u. Pathol. 4, 
158, 1904. 
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ray vom Schwelne | mit 48,0— 31 9=16, 1, 19,5—9,0— 10,5 44, 1 12, 1—320 
physiol. NaCl autolysiert. | | 
Asparaginzusatz 0,62 g. 
3tagige Autolyse. 

Organe vom Schweine. Je 62,0—36,0—26,0) 42—25—17 (63,7—195—442 
50g Organbrei-+- 100 com 
NaCl 0,9°/, +- Asparagin. 
4tagige Autolyse. 

Organe vom Pferde. Je |85,1—45,0—40,1/62,1—47,4—14,7'71,8—36,3— 35.5 
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Organe vom Pferde. Je 
50g Organbrei -++- 100 com 711,56—34,0= sa a —346-n88 8 
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80 com Aspa- 
37, «> O\38, 5=32,7 


NaClo et a Pp 


H,O 
oder 6 taigige Autolyse. 
Wie 4, jedoch Ammoniak- aad ae 
bestimmung nach BoS- 51,1 —26,9— 24,2 47,9—28, 1—19,8 
hard. 
Organe vom Pferd. Auto- |31,5—12,2—19,3 36,5—14,1=— 224 
lyse unter Chloroform- 


zusatz. Asparaginzusatz 
ca. 0,5 g. 














erepsinen in unmittelbarer Beziehung stehen. Der Wunsch, 
dieser Frage und damit zugleich dem Probleme der fermenta- 
tiven Verarbeitung der EiweiBbruchstiicke in den Geweben naher 
zu treten, hat uns dazu gefiihrt, uns mit der Verbreitung dieser 
Fermente niher zu befassen und uns zunichst die Frage vor- 
zulegen, ob das Vermégen der Asparaginspaltung allen 
Geweben annéhernd gleichmaBig zukomme, sonach 
eine allgemeine Eigenschaft der tierischen Zelle sei, 
oder ob aber irgendeine Gewebsform hinsichtlich dieses 
Vermégens in auffallender Art bevorzugt sei. 

Wir haben zunachst, um uns iiber den Wirkungsmodus 
der asparaginspaltenden Fermente einigermafen zu orientieren, 
einige Versuche mit autolysierter Hefe vorgenommen. 


a) 50 g obergiriger Brauereihefe wurden in 500 com Wasser suspen- 
diert, unter Zusatz von 30 com normaler Sodalésung und etwas Toluol 
3 Tage lang der Autolyse iiberlassen, sodann filtriert. Von dem klaren 








Verbreitung asparaginspaltender Organfermente. 437 





| | 
37,0—11,6=25,4'71,2—16,2—55,0 


43,7—13,6=30,1) 





47,6—20,7 = 26,9 





| Darm- 
Herzmuskel |  achleimhaut 





Hirn 








| 
| | | 


| 








53,7 
55/5086 
25,9 = 28,7 


47,4—9,6—37,8 


22,0—122—9.8 


} 








| 
| 
| 
| 
| 
| 
| 





Filtrate wurden abgemessene toluolhaltige Proben mit und ohne Zu- 
satz von Asparagin auf weitere 3 Tage in den Brutschrank gestellt 
und die abgespaltene Ammoniakmenge sodann durch Destillation mit 
Magnesia bestimmt. 50 ccm Filtrat ohne Zusatz lieferten 0,0049 g NH,-N; 
50 ccm Filtrat, denen 0,5g Asparagin zugesetzt worden waren, lieferten 
0,0392 g NH,-N. Auf Rechnung des Asparagins kommen sonach 0,0392 
— 0,0049 = 0,0343 g NH;-N; dies entspricht, da das zugesetzte Asparagin 
0,0467 g Amid-N enthielt, etwa */, des in lockerer Bindung vorhandenen 
Asparagin-N. 
b) Analoger Versuch. 


50 com des Hefefiltrates gaben nach 5tagiger Toluolanalyse ohne 
pee \ 0.0038 g NH,-N, mit Zusatz von 0,5 g Asparagin auto- 


lysiert opus  0:0245 g NH;-N; eine gekochte Kontrollprobe 0,0021 g. 


Zusatz 


Auf Rechnung des Asparagins kommt sonach 0,0245 — 0,0038 = 0,0207 g 
NH,-N, was etwas weniger als der Halfte des im zugesetzten Asparagin 
enthaltenen Amid-N entspricht. 


28,8 —12,6= 16,2/114,7 —50,9— 63,8 64,5—28,7= 35,8 


84,6—37,6—47,0/34.2—149—19,3 


oa 
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Analoge Versuche, wo an Stelle des Asparagins Alanin 
bzw. Acetamid zugesetzt worden war, ergaben nur minimale 
NH,-Bildung. Es war sonach in dem Hefenfiltrate die 
Gegenwart eines Fermentes sichergestellt worden, das 
den Amid-N des Asparagins mit Leichtigkeit abzu- 
spalten vermochte, dem Amid-Stickstoff des Acet- 
amids gegeniiber jedoch ebenso unwirksam war, wie 
gegeniiber dem Aminosduren-Stickstoff des Alanins. 

Was nun unsere Versuchsmethodik bei den Organbreiversuchen 
betrifft, hielten wir uns dabei im allgemeinen genau an den von S. Lang?) 
beschriebenen Vorgang, indem wir nach AbschluB der antiseptischen, 
mit oder ohne Asparaginzusatz durchgefiihrten Autolyse die abgespaltene 
Ammoniakmenge nach EnteiweiBung durch Tannin durch Magnesiadestil- 
lation bestimmten (nur mit der Abweichung, da8 wir bei gewéhnlichem 
Drucke destillierten). 

Zweifellos wird das Asparagin bereits durch Kochen mit Magnesia 
langsam zersetzt; wir haben uns jedoch durch Kontrollversuche iiberzeugt, 
da8B diese Abspaltung so langsam vor sich geht, da8 sie fiir unsere 
Zwecke praktisch vernachliassigt werden konnte. 

Wir haben jedoch in einigen unserer spiteren Versuche, um diese 
Fehlerquelle ganz auszuschalten, der Empfehlung Cast oros?)entsprechend, 
in dem enteiweiBten Filtrate das Ammoniak durch Phosphorwolfram- 
siure nach dem Vorgange von BoBhard®) gefallt und so vom Aspa- 
ragin getrennt und den filtrierten und gewaschenen Phosphorwolfram- 
siureniederschlag der Magnesiadestillation unterworfen. 

Mit Riicksicht auf die kiirzlich von Salkowski und 
Kikkoji*) gegen die Anwendung des Toluols bei Autolysen- 
versuchen geltend gemachten Bedenken haben wir gelegent- 
lich dieses Antisepticum durch Chloroform unter Einhaltung 
der Vorschriften Salkowskis ersetzt, ohne da8 dies einen 
merklichen Einflu8 auf die Versuchsresultate geiibt hatte. Die 
bei Organbreiversuchen ja zweifellos stets vorhandene Gefahr 
einer bakteriellen Infektion suchten wir durch sorgfaltige Zer- 
kleinerung der Organe hintanzuhalten und so ein gleichmaBiges 
Eindringen des Antisepticums in die Partikelchen der Organ- 
suspension zu erzielen. 

Als Material fiir unsere Versuche dienten uns frisch aus 
dem Schlachthause bezogene, sorgfiltig und gleichmaBig zer- 


1) Lc. S. 323. 

%) le. 

3) BoBhard, Zeitschr. f. analyt. Chem. 22, 329, 1883. 
*) Zeitschr. f. physiol. Chem. 63, 109 und 136, 1909. 
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kleinerte Organe von Schweinen und Pferden, wobei darauf 
Wert gelegt wurde, daB alle Organe, die fiir einen Versuch be- 
stimmt waren, von demselben Individuum stammten. 

Wir geben nunmehr unsere Serienversuche, und zwar der 
Kiirze wegen tabellarisch wieder. Die Zahlen bedeuten die ge- 
fundene Ammoniakmenge, ausgedriickt in Kubikzentimetern der 
bei der Titration verbrauchten "/,,-Séure. Es wurden stets 
Parallelversuche mit und ohne Asparaginzusatz ausgefiihrt und 
die Differenzen der gefundenen Ammoniakwerte als MaB der statt- 
gehabten Asparaginspaltung angesehen. Beispielsweise ist also 
die Zahlenangabe 28,8 — 12,6=— 16,2 in unserer Tabelle so zu 
verstehen, daB die Organbreiprobe mit Asparaginzusatz nach 
Abschlu8 der Autolyse 28,8 ccm "/,,-NH, geliefert hat, die 
Parallelprobe ohne Asparaginzusatz nur 12,6 ccm ®/,,-NH,, 
derart, daB die Differenz 28,8 — 12,6 16,2 ccm "/,,-NH, ein 
MaB fiir die Intensitat der stattgehabten Asparaginspaltung 
bildet. 

Eine Durchsicht der Tabelle (siehe S. 436 u. 437) lehrt, daB eine 
Asparaginspaltung niemals vermiSt wurde, sich vielmehr in allen 
Organen, und zwar in einem AusmaBe vollzieht, da8 keinem der- 
selben ohne weiteres eine iiberragende Ausnahmestellung eingeraumt 
werden kann. Auffallend ist es immerhin, da8 in allen Ver- 
suchen, wo Darmschleimhaut zur Anwendung gelangte, die 
durch dieselbe bedingte Asparaginspaltung intensiver war als 
die durch ein anderes Organ bewirkte, und daB die Menge ge- 
bildeten Ammoniaks einigemal so groB war, daB dieselbe durch 
die Menge des im Asparagin enthaltenen locker gebundenen 
Amidstickstoffes nicht gedeckt werden kann, man _ vielmehr 
genotigt ist, eine partielle Abspaltung des festgebundenen Amino- 
saurestickstoffes im Sinne Jacobys') anzunehmen, der bei der 
autolytischen Spaltung von GewebseiweiBkérpern ein viel reich- 
licheres Auftreten von Ammoniak und Saureamidstickstoff be- 
obachtet hatte als bei der Saéurehydrolyse. Im allgemeinen 
allerdings hielt sich die Ammoniakbildung in unseren 
Versuchen in solchen Grenzen, da8 eine Abspaltung 
des Aminosaurenstickstoffes aus dem Asparagin nicht 
angenommen zu werden braucht. Auch bei abnormer 


1) M. Jacoby, Zeitschr. f. physiol. Chem. 30, 149, 1900. 
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Steigerung der autolytischen Vorginge in der Leber eines phos- 
phorvergifteten Hundes vermochten wir bei einem ad hoc 
angestellten Versuche keine Desamidierung zugesetzten Alanins 
nachzuweisen. Wir glauben daher, da8 diese aus der Reihe 
fallenden Befunde einer Nachpriifung unter bakteriologischer 
Kontrolle bediirftig waren. 

Die Intensitét, mit der die Darmschleimhaut beim auto- 
lytischen Versuche Asparagin zu spalten vermag, kénnte zu 
dem von Vernon betonten Reichtum derselben an Erepsin 
in Parallele gesetzt werden, und es ware verlockend, anzunehmen, 
da8 wir hier einer sichtbaren AuBSerung jener Krafte gegen- 
iiberstehen, die beim physiologischen Abbau der resorbierten 
Gewebsproteide zur Geltung kommen. Bei niichterner Betrach- 
tung wird man aber eingestehen miissen, daB dergleichen Uber- 
legungen entschieden fiir verfriiht gelten miissen, solange 
unsere Kenntnisse iiber fermentative Desamidierung in den 
Geweben nicht viel weiter gediehen sind, als dies heute der 
Fall ist. 

















Uber den EinfluB langdauernder Nucleinsaurefiitterung 
auf den Purinstoffwechsel und die Allantoinausscheidung 
beim Hunde. 


Von 
Waichi Hirokawa, Tokio. 


(Ausgefiihrt unter Leitung des a. 6. Professors Dr. Otto von Firth 
im physiologischen Institut der Wiener Universitit.) 


(Eingegangen am 9. Mai 1910.) 


I. Einleitung. 


Dank der miihevollen Arbeit zahlreicher Forscher hat im 
Verlaufe der letzten Dezennien die Frage des Abbaues der 
Nucleinstoffe im tierischen Organismus eine wesentliche Klarung 
erfahren. Insbesondere ist durch zahlreiche Fiitterungsversuche 
mit nucleinreichem Gewebsmateriale, mit Nucleinen, Nuclein- 
séuren und Purinkérpern sowohl beim Menschen als beim Tiere 
der Weg, der von den Nucleinen zu den Nucleinsauren, 
von diesen zu den Xanthinbasen und schlieBlich von da aus 
zur Harns&ure leitet, in seinen einzelnen Etappen ausreichend 
beleuchtet worden, derart, daB iiber den erwihnten Zusammen- 
hang kein Zweifel mehr besteht. 

Weit weniger Klarheit herrscht dagegen in bezug auf die 
Frage, welches das weitere Schicksal der Harnsaéure im 
intermediaren Stoffwechsel sei, insoweit dieselbe nicht als solche 
im Harne zur Ausscheidung gelangt. Nachdem vielfache Be- 
miihungen, die Ausscheidung der Oxalsiure und des Glykokolls 
mit dem Harnsiurezerfall in Zusammenhang zu bringen, sich 
als wenig fruchtbar erwiesen hatten, ist diese Frage durch die 
Erkenntnis des Zusammenhanges zwischen Harnsaurezerfall 
und Allantoinbildung ihrer Lésung um ein gutes Stiick naher 
geriickt worden. ' 
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442 W. Hirokawa: 





Klarere Vorstellungen iiber die Rolle und Bedeutung des 
Allantoins im intermedifren Stoffwechsel hatten jedoch die 
Méglichkeit, dieses Produkt in den Geweben und Exkreten 
quantitativ zu bestimmen, zur Voraussetzung. Daher war die 
erst vor 2Jahren gelungene Lésung des Problems einer exakten 
quantitativen Allantoinbestimmung durch Wiechowski’) fiir 
die mit dem Purinstoffwechsel im Zusammenhang stehenden 
Fragen von groBer Wichtigkeit. 


Wiechowski sah einerseits, daB iiberlebende tierische Organe 
(Rinderniere, Hundeleber) Harnsaiure quantitativ zu Allantoin zu oxy- 
dieren vermégen und bemerkte andererseits (in Ubereinstimmung mit 
anderen Autoren), daB im Harne des Menschen und der darauf unter- 
suchten Tiere (Hund, Katze, Kaninchen, Pferd und Affe) Allantoin nach- 
weisbar ist. Weiterhin ergaben sich jedoch weitgehende Differenzen, 
insofern im Menschenharn unter normalen Verhiltnissen nur wenig 
Allantoin zu finden ist, waihrend z. B. im Hundeharn so groBe Allan- 
toinmengen auftreten, daB Wiechowski zum Schlusse gelangt, ,daB 
das Allantoin das Endprodukt des Harnsaurestoffwechsels 
der Saugetiere darstellt und daB die geringen Mengen gleichzeitig 
ausgeschiedener Harnséiure als (durch vorzeitige Ausscheidung der 
Oxydation entgangene) Zwischenprodukte anzusehen sind“. 

Schittenhelm®) hat kiirzlich die Allantoinbestimmungsmethode 
Wiechowskis dazu verwendet, um in einer Reihe von sorgfaltig durch- 
gefiihrten Stoffwechselversuchen genauere Aufschliisse iiber die Umsetzung 
verfiitterter Nucleinséure beim Hunde unter normalen und pathologischen 
Bedingungen zu gewinnen. 

Die Versuche ergaben das interessante Resultat, daB sowohl in 
normalem Zustande als im Hunger die in Form ihres Natriumsalzes 
verfiitterte Thymus-Nucleinsiure im Stoffwechsel derart gespalten wird, 
da der gesamte Purinbasenanteil derselben im Harne quantitativ zum 
Vorschein kommt, und zwar derart, daB weitaus die Hauptmenge (93 bis 
97°/,) davon als Allantoin auftritt, wihrend die restlichen wenigen 
Prozente sich auf Purinbasen und Harnsiure verteilen. Auch in 
Alkoholversuchen, die der genannte Autor mit Riicksicht auf die be- 
kannten Beziehungen des Alkobolismus zur Gicht angestellt hatte, war 
dieses Verhaltnis nicht geindert. Ein abnliches Verhiltnis ergibt sich 
hinsichtlich der Relation von Allantoin, Harnsiure und Purinbasen auch 


1) W. Wiechowski, Die Bedeutung des Allantoins im Harnsiure- 
stoffwechsel. Beitrige z. chem. Physiol. u. Pathol. 11, 109, 1908. — 
Vgl. auch ibid. 9, 295, 1907. 

2) A. Schittenhelm, Uber die Umsetzung verfiitterter Nuclein- 
siure beim Hunde unter normalen und pathologischen Bedingungen. 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 62, 80, 1909. 
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aus Beobachtungen, die kiirzlich Abderhalden und Ein beck®*) ausgefihrt 
haben, um den Abbau des Histidins im Organismus des Hundes zu studieren. 

Die dominierende Stellung, die sonach dem Allantoin 
beim Nucleinstoffwechsel des Hundes zukommt und die auch 
in &lteren, die Umwandlung von Harnséure und Nuclein- 
substanzen in Allantoin betreffenden Beobachtungen von Sal- 
kowski, Minkowski, Th. Cohn, Mendel und White und 
Wiechowski zutage tritt*), steht in einem auffallenden Gegen- 
satz zu der geringen Aufmerksamkeit, die friiher diesem wichtigen 
Stoffwechselprodukte geschenkt worden ist. In zahlreichen 
alteren quantitativen Untersuchungen, die den Nucleinstoff- 
wechsel des Hundes im normalen und pathologischen Zustande 
zum Gegenstand hatten, ist nur vom Verhalten der Harnsaure 
und der Nucleinbasen, nicht aber von dem Allantoin die Rede. 
Es ist also nicht zu verwundern, daB die so gewonnenen Auf- 
schliisse recht liickenhafter Natur sind und eine ganze Reihe 
wichtiger einschlagiger Fragen noch ihrer Erledigung harrt. 

Von diesem Gesichtspunkte aus bin ich, einer Anregung 
des Herrn Prof. v. Fiirth folgend, an die Frage herangetreten, 
welchen Einflu8 eine langdauernde Uberschwemmung des 
Organismus eines Hundes mit Nucleinsdure-Spaltungs- 
produkten auf den Purinstoffwechsel ausiibt und ob _ ins- 
besondere das Verhaltnis, in dem Purinbasen, Harnséure 
und Allantoin dabei im Harne auftreten, der Norm 
gegeniiber irgend eine auffallende Verschiebung zugunsten 
einer dieser Bestandteile erfahrt. 

Unsere Befunde erscheinen dementsprechend als eine Er- 
ganzung derjenigen Schittenhelms, dessen Versuche am 
Hunde nur kurzdauernde (1 bis 3tagige) Fiitterungsperioden 
mit Nucleinséure umfassen. 

Es liegt ja wohl auf der Hand, daB die Frage, ob eine 
langdauernde Nucleinséiure-Uberschwemmung das Vermdégen des 
Organismus, die Nucleinséure im Sinne des Schemas 

Nucleinséure —> Purinbasen —> Harnséure —> Allantoin 
abzubauen, schadigt, fiir die Auffassung des Gicht-Problemes 
eine besondere Wichtigkeit besitzt. 


1) E. Abderhalden und H. Einbeck, Studien iber den Abbau des 
Histidins im Organismus des Hundes. Zeitschr. f. physiol. Chem. 62, 322, 1909. 

2) Vgl. die Literaturangaben in Abderhaldens Lehrb. d. physiol. 
Chemie, 2. Aufl, 8; 397 bis 398. 








W. Hirokawa: 


Il. Versuchsmethodik. 

Ich habe meine Beobachtungen im wesentlichen an einem 
Hunde von weniger als 5 kg Gewicht ausgefiihrt, der, nachdem 
er annahernd ins Stickstoffgleichgewicht gebracht worden war, 
fast 4 Monate lang bei einer durchaus gleichmaBigen kiinstlichen 
Ernahrung ununterbrochen unter Beobachtung gehalten wurde. 
Diese Beobachtungsreihe wurde durch einen kurzdauernden Ver- 
such an einem zweiten Hunde, der in genau der gleichen Weise 
ernahrt wurde, erganzt. 

Die wahrend der ganzen Versuchsperiode gereichte tagliche 
Kost war (ahnlich wie in den Versuchen Schittenhelms) zu- 
sammengesetzt aus 13 g Fleischpulver, 30 g Zucker, 30 g Starke, 
30 g Schmalz und 1 g Kochsalz. Das Gemenge dieser In- 
gredienzen wurde mit */, 1 Wasser verkocht, sodann nach weiterem 
Zusatz von 200 com Wasser gut verrihrt. Das dickbreiige 
Gemenge wurde von den Hunden gerne genommen und waren 
dieselben gewohnt, die Nahrung aus der Schiissel sehr voll- 
sténdig auszulecken. 

Das Fleischpulver wurde in der Weise bereitet, daB 
frisches, von Sehnen und Fascien méglichst befreites Pferde- 
fleisch mit der Hackmaschine fein zerkleinert, am Wasserbade 
in groBen Schalen vollistandig getrocknet, sodann im Mérser 
zu Pulver gestoBen wurde. 

3 analysierte Proben des Pulvers zu einem Gramm ergaben 
einen Stickstoffgehalt von 0,1298 g, 0,1286 g, 0,1280 g, im 
Mittel 0,1288 g. Das Fleischpulver enthielt sonach 12,88°/, N 
und wurde der Stickstoffgehalt der taglichen Nahrung dem- 
entsprechend mit 1,674 g in Rechnung gebracht. 

Diese Nahrung hat sich als durchaus geniigend und zweck- 
maBig erwiesen und hat unser Hund wiahrend der ganzen 
Dauer des Hauptversuches im Verlaufe von fast 4 Monaten 
(20. Oktober bis 15. Februar) sein Kérpergewicht ohne wesentliche 
Anderungen bewahrt. 

Als Nucleinséurezugabe diente ein Praparat von 
nucleinsaurem Natron von der Firma Béhringer. Das- 
selbe gelangte wahrend des gréBten Teiles des Versuches 
(11. November bis 5. Dezember, 13. Dezember bis 15. Februar) 
in taglichen Gaben zu je 5g zur Verwendung, und zwar wurde 
es in Form einer Liésung der breiférmigen Nahrung beigemischt. 
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Dasselbe wurde, wie die Untersuchung des Kotes ergab, praktisch 
vollstandig resorbiert und in der angegebenen Dosis, ohne Ver- 
dauungsstérungen zu erzeugen, sehr gut vertragen. In der Zeit 
vom 6. bis 9. Dezember wurde die Dosis auf 10g taglich, und, 
da auch diese vertragen wurde, in der Zeit vom 10. bis 12. De- 
zember auf 15g tiaglich erhdht. Nunmehr traten aber Durch- 
fille, verbunden mit Erbrechen auf, die mich veranlaBten, zur 
Dosis von 56 g taglich zuriickzukehren und dieselbe bis zum 
Ende des Versuches beizubehalten. 

Die bekannten Beziehungen des Bleies zur Gicht haben mich ver- 
anlaBt, gegen das Ende des Versuches der Nucleinsiurefiitterung noch 
eine chronische Bleivergiftung zu superponieren. Der Hund erhielt 
zu diesem Zwecke vom 27. bis 29. Januar taglich 0,05 g, vom 30. Januar 
bis 2. Februar taglich 0,1 g Plumbum aceticum (Kahlbaum) subcutan, 
sodann vom 3. bis 12. Februar tiglich 0,3 g, vom 13. bis 15. Februar 
tiglich 0,1 g Plumbum aceticum per os. Vom Beginne der Blei- 
behandlung angefangen erschien der bis dahin stets sehr lebhafte Hund 
etwas niedergeschlagen, fraB jedoch anfangs sein Futter noch vollstandig; 
doch bald verschlechterte sich der Appetit derart, daB ein Teil des 
Futters verschmaiht wurde, wahrend gleichzeitig die Zeichen einer be- 
ginnenden Laihmung der riickwirtigen Extremititen bemerkbar wurden, 
und so muBte schlieBlich der Versuch abgebrochen werden. 

Der Hund befand sich wahrend der ganzen Dauer des 
Versuches in einem geraéumigen Stoffwechselkifig (von etwa 
1 cbm Inhalt), der ein verlustioses Aufsammeln des Harnes ge- 
stattete. Der (mit Ausnahme der obenerwaihnten kurzdauernden 
Stérung) stets feste Kot wurde im Bereiche langerer Versuchs- 
perioden vereinigt, getrocknet, gepulvert, gleichmaBig gemischt 
und in entnommenen Proben analysiert. In der Regel wurde 
der Harn mehrtagiger Perioden vereinigt und bis zu der (bald- 
méglichst erfolgenden) Analyse unter Toluolzusatz aufbewahrt. 

Die Bestimmung der Harnsaiure und der Purin- 
basen erfolgte nach dem Verfahren von Kriiger und Schmidt’) 
in je 400 ccm des Harnes, die Bestimmung des Purinbasen- 
stickstoffes in den Faeces nach Kriiger und Schitten- 
helm*); der Gesamtstickstoff wurde nach Kjeldahl ermittelt. 

Die Bestimmung des Allantoins geschah in je 50 ccm 
Harn nach dem Verfahren Wiechowskis*), wobei auf ent- 
ws Hoppe-Seyler-Tierfelder, Handb. d. chem. Analyse, 8. Aufl, 
1909, S. 590. 


2) Ibid. S. 743, 
3) Lo. 
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Hund B (Versuch 2) 


20.—24, Januar 1910 taglich . . . 
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Gemischte Kost 
= 1,6744g N 
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Nat. nucl. 5g (per os) 


Nat. nucl.10 g (per os) 
Nat.nucl. 15 g (per os) 
Nat. nucl. 5g (per os) 


Nat. nucl. 5 g (per os) 
Pl. acet. 0,05—0,1g 
(subcutan) 


Nat. nucl. 5g (per os) 
Pl. acet. 6,3 g (per 03) 


n 


Nat. nucl. 5g (per os) 
PL. acet. 0,1 g (per os) 


n 


Nat. nucl. 6 g (per os) 
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sprechende Verdiinnung des Harnes vor der Phosphorwolfram- 
siurefallung, auf Vermeidung eines Bleiiiberschusses bei der 
Bleiessigfallung und auf genaue Neutralisation vor der Queck- 


silberacetatfallung besonders geachtet wurde. 
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Harn- Purin- Bemerkungen 
siure-N | basen-N _ 


< g 





0,0011 0,1453 

0,1523 

0,1430 

0,1660 

0,1651 

0,1689 

0,4101 

0,4034 

0,4103 . : ' 

0.4183 Gesamtmenge trocken ||/Nahrung wird volistandig 

’ 73,5 g = 2,827 g pro Tag gefressen und gut ver- 

0,4105 |renthaltend 0,1733 g Ge-|{ tragen. Hund lebhaft. 

0,4044 samt-N und 0,0098 g 
0,3897 Purin-N 


0 3439 menge 39,2 g=2,800 g pro Versuch vom10.—15.Dez. 
’ Tag = 0,1862 g Gesamt-N unterbrochen. 
0,3527 und 0,0104 g Purin-N 


0,3613 Nahrungsaufnahme u. Ver- 
0,3608 halten wieder normal. 

0,3513 
0,3425 
0,3417 


} 0,3344 Gesamtmenge 27,58 g 
} = 1,968 g pro Tag 
| 


11.—27. Jan., Gesamt- | Erbrechen und Diarrhéden. 





= 0,1395 g N = 0,0075 
0,3321 one 4 8 


Hund minder lebhaft. 
Nahrungsaufnahme jedoch 
} 0,2229 noch normal. 
Appetit stark vermindert. 
Triage Bewegungen und 
beginnende Lahmung der 
hinteren Extremitaten. 
! 
| 





0,0009 | 0,1446 
0,0002 | 0,1253 


0,0024 
0,0024 
0,0055 


| 


= 3,1457 g pro Tag 
= 0,1765 g Gesamt-N 
= 0,0107 g Purin-N 


0,0003  0,4108 ey 22,02 g 


0,0103 | 0,0002 | 0,4032 








GréBte Sorgfalt wurde auf genaue Ermittlung des Purin- 
basengehaltes des verfiitterten Nucleinsdiurepraparates 
verwendet. Dieselbe erfolgt nach dem Verfahren von Kriiger 


und Schmidt, wobei das nucleinsaure Natron durch 4stiindiges 
Biochemische Zeitschrift Band 26. 30 
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Kochen mit 4°/,iger Schwefelséure unter RiickfluBkiihlung ge- 
spalten, die Zersetzungsfliissigkeit mit Natriumbisulfitlésung und 
Kupfersulfat ausgefallt, der Niederschlag mit Natriumsulfid 
zerlegt wurde. SchlieBlich wurden die Purinbasen entweder 
als Kupfer- oder als Silberverbindungen gefallt und der Stick- 
stofigehalt des Niederschlages nach Kjeldahl bestimmt. Es 
ergab sich: 





Gesamt-N | Purinbasen-N 
nach Kjeldahl durch Fillung mit 
in °/ Cu in °/, | Ag in °/, 














13,87 813 | 8,06 
13,95 8.10 | 8,20 
Mittel 13,91 Mittel 8,17 


Zum Vergleiche fiihre ich die Werte an, die andere Autoren bei 
Analysen desselben Priparates (nucleinsaures Natron von Béhringer) 
ermittelt haben: 

















Gesamt-N oe 

eee Me. UY A: Te 

Schittenhelm u. Bendix!)| 14,05 8,55 
Schittenhelm?) .... 13,35 7,22 
ae... «ss { a 
ese 13,81 { on 


Wenn das Molekiil der Nucleinsiure, der Annahme Steudels®) 
entsprechend, 15 Atome Stickstoff enthalt und von diesen je 5 Atome 
auf 1 Molekiil darin enthaltenen Guanins und Adenins, 3 Atome auf 
1 Molekiil Cytosin und 2 Atome auf 1 Molokiil Thymin entfallen, miiBte 
der Purinbasengehalt des Praiparates, die Reinheit des Praparates voraus- 
gesetzt, genau */, des Gesamtstickstoffgehaltes ausmachen, in diesem 
Falle also 9,28°/,, was etwa den Werten Landaus entsprechen wiirde. 


1) Schittenhelm und Bendix, Vergleichende Untersuchungen 
iiber die Wirkung verschiedener Nucleinséuren auf den tierischen Organis- 
mus. Zeitschr. f. experim. Phathol. u. Ther. 2, 166, 1906. 

2) Schittenhelm, Stoffwechsel der Gicht. Ibid. 4, 480, 1907. 

3) Pollak, Uber Harnsaureausscheidung bei Gicht und Alkoholismus. 
Arch. f. klin. Med. 88, 224, 1907. 

*) Landau, Beitrage zur Lehre vom Purinstoffwechsel usw. Ibid. 95, 
280, 1909. 

5) H. Steudel, Die Zusammensetzung der Nucleinsiéuren aus 
Thymus und Heringsmilch. Zeitschr. f. physiol. Chem. 49, 408, 1906. 
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450 W. Hirokawa: 


Der letztgenannte Autor bemerkt diesbeziiglich: ,Wie ersichtlich, 
ist die Zusammensetzung des erwihnten Priparates sehr verschieden, 
doch ist zu bemerken, daB das von mir gebrauchte nucleinsaure Natron 
entschieden reiner war als dasjenige von anderen Autoren; indem namlich 
Pollack und Schittenhelm auf den Gehalt von Eiwei8 und 
Albumosen in dem Béhringerschen Praparat aufmerksam machen, 
gab unser Priparat weder in rohem Zustande noch im hydrolysierten 
eine Spur von Biuretreaktion .... Ich hatte also mit einem eiweiB- 
freien Praparate zu tun, und dadurch wird der gréBere Gehalt desselben 
an Purin-N verstindlich.“ 

Auch in unserem Falle wird man anaehmen miissen, daB von dem 
Stickstoffe etwa 1/,, einer fremden Beimengung angehorte. 

Wir teilen nunmehr unsere Versuche in tabellarischer 


Form mit (siehe Tab. I 8S, 446 u. 447). 


IV. Diskussion der Versuchsergebnisse. 


A. Vermag der Hund den Purinbasenanteil verfiitterter 
Nucleinsiure quantitativ in Form von Purinkérpern und 
Allantoin auszuscheiden ? 


Beginnen wir zunichst mit der Betrachtung der von un- 
seren Hunden unter normalen Verhiltnissen bei einer nicht 
allzu reichlichen, jedoch zur Erhaltung des Kérpergewichtes 
ausreichenden Ernihrung ausgeschiedenen Mengen Purinbasen, 
Harnsadure und Allantoin, so ersehen wir aus der untenstehen- 
den Zusammenstellung, daB sich unsere Werte durchaus in der 
GréBenordnung derjenigen Zahlen bewegen, die von anderen 
Autoren unter ahnlichen Verhiltnissen ermittelt worden sind: 


























| Purin- | Harn- Allan- 
Hund von| Gesamt-N| tosen-N | siure-N | toin-N 
iu , - - “ 
Wiechowski?) 3450 | 1,37 _ _ 0,07 
3450 | 1,38 ne — 0,06 
2860 | 1,36 = on 0,06 
Schittenhelm?)| 3540 | 1,07 0,0017 0,0021 0,114 
5225 1,92 0,002 0,004 0,154 
5238 1,70 0,0022 0,0029 | 0,148 
Abderhalden *) 6795 1,9283 _ one 0,095 
u. Einbeck 
Hirokawa 4700 1,6396 0,0023 Spuren 0,1567 
4800 1,6744 0,0006 0,0024 | 0,1380 


1) Lo. 8; 115. 
*) Lo. Zeitechr. f. physiol. Chem. 62, 88, 91. 
3%) Le. 
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Wir gehen nunmehr zur Betrachtung der Bilanz unserer 
Nucleinséurefiitterungsversuche iiber. 

Wir konstatierten zunaichst, daB der in der verfiitterten 
Nahrung und in der Nucleinsdéure enthaltene Gesamtstickstoff 
in den Exkreten annahernd zutage tritt: 


Gesamt-N in der 
Versuch I. Periode b: Nahrung 2,0829, im Urin und Kot 2,1940 


” Cc: ° ” 2, 0829, ” ” ” ” 2,0559 
” d: ” 2, 0829, ”” ”” ” ”? 2,3353 
” e: ” 2, 0829, ”? ” ” ” 2,0829 
oo = - b: 2,0829, a » 2,0157 


Es fragt sich nun, wo sich der in der verfatterten Nuc- 
leinséure enthaltene Purinbasenstickstoff wiederfindet. 
Vergleichen wir die Formeln der beiden hier in Betracht 


/NH—CO 
kommenden Purinbasen Guanin nH, ihe und 
l 
Syd yt 
| ’ ae vs 
Adenin ~ C—NH mit der Formel des Allantoins 
i] ™~ 
Nyt 
NH—CH—NH. 
| PO, so lehrt die unmittelbare Betrachtung, 
NH—CO NH, 


da8 fiir den Ubergang in Allantoin nur die 4 N-Atome des 
Purinkernes in Betracht kommen, nicht aber das fiinfte N-Atom, 
das in Form eines Ammoniakrestes dem Kerne anhangt 
und bei der Umformung der Purinbasen zu Harnsaure abge- 
spalten werden muB8. Wenn wir uns demnach die Frage vor- 
legen, ob die gesamten in der verfiitterten Nucleinséure ent- 
haltenen Purinbasen als Allantoin zum Vorscheine kommen, so 
diirfen wir nicht den gesamten Purinbasen-N in Rechnung 
ziehen, sondern nur */, desselben.’) 

Wenn dennoch in unseren Versuchen 5g nucleinsaures Natron mit 
einem Gehalte an Purinbasenstickstoff von 8,17°/, taglich verfiittert 
worden sind, so ist nicht der gesamte Purinbasenstickstoff mit 5 >< 0,0817 
= 0,4085 g N in Rechnung zu stellen, sondern nur ‘/, desselben, also 


ee 4 = 0,3268 g N. 


Berechnen wir nun die Summe Purin-N + Allantoin-N fiir den 
Urin in der Vorperiode a) vor Beginn der Nucleinsiurefiitterung als 


. Wir sind Herrn Prof. Wiechowski fir den Hinweis auf diesen 
Zusammenhang zu besonderem Danke verpflichtet. 
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Ausdruck des endogenen Nucleinzerfalles, so finden wir im ersten 
Versuche die Zah! 0,1590g N. Nach Nucleinsdurefiitterung ist der ana- 
loge Wert in Periode b) auf 0,4142 g gestiegen, die Differenz betragt 
demnach 0,4142 — 0,1590 — 0,2552 g N. 

Von dem mit der Nucleinsiure verfiitterten Purinbasen-N 
(0,4085 g) ist weitaus die Hauptmenge tatsichlich resorbiert 
worden. Nur eine sehr geringe Menge von Purinbasen (0,0098 N) 
hat sich im Kote wiedergefunden. Die resorbierte Menge wiirde 
demnach (unter Vernachlissigung der sehr geringen im nor- 
malen Kote enthaltenen Menge) mit 0,4085 — 0,0098 = 0,3987g N 
in Rechnung gebracht, und davon kommt ‘/,, d. i. 0,3189 g N 
fiir die Allantoinbildung in Betracht. Davon hat sich im Harn 
in Form von Allantoin, Harnsiure und Purinbasen 0,2552 g N 
wiedergefunden, demnach 80,0°/,. 

Fiihrt man eine analoge Rechnung auf fiir die anderen 
Versuchsperioden durch, so ergibt sich folgendes Bild: 


Versuch l. 














Fiir die Allantoin- | — 
bildung in Betracht | 1@ Urin zum Vor- 
kommende Purin-N- | cen gemngenes 
Menge der verfiitter- | Pius All oe 
ten Nucleinsaure “+ Alantein- 
b) Nucleinsaurefiitterung, 
1. Periode 0,3189 g 0,2552 g = 80,0°/, 
c) Nucleinsaurefiitterung, 
2. Periode 0,3189 g 0,2300 g = 72,1°/, 
d) Nucleinsaurefiitterung, 
1.Stadium der Pb-Vergift. 0,3189 g | 0,2285 g = 71,6°/, 
e) Nucleinsdurefiitterung, 
2. Stadium der Pb-Vergift. 0,3189 g 0,0796 g = 24,9°/, 
Versuch 2. 
b) Nucleinsaurefiitterung, 
1. Periode 0,3182 g | 0,2786 g = 87,6°/, 
c) Nucleinsaurefiitterung, 
2. Periode 0,3182 g | 0,2758 g = 86,7°/, 


Schittenhelm") hat in seinen Versuchen 102, 99, 88°/,, 
98°/, des verfiitterten Basenstickstoffes als in Form von Allan- 
toin, Harnséiure und Basen wiedergefunden berechnet und sieht 
die Umsetzung als eine quantitative an. 

Berechnet man, um einen unmittelbaren Vergleich der 
Schittenhelmschen Werte mit den unsrigen zu ermdglichen, 
wie groB die im Harne auf die Verfiitterung von je 


1) 1. oc. 8S. 87, 89 und 92. 
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einem Gramm nucleinsaures Natron entfallende Mehr- 
ausscheidung von Purin-N-+ Allantoin-N sei, so ergibt 
sich (durch einfache Division der effektiven Mehrausscheidung 
durch die Zahl verfiitterter Gramme nucleinsauren Natrons): 


Hirokawa Versuche 1b 0,0510 g N 
” 9 lb 0,0460 g N 
* “ 2b 0,0557 g N 
v » 2c _0,0551g N 
Mittel 0,0519 g N 
Schittenhelm Tabelle II, 8. 80, 1—8. XII. 0,0519 
* “ II, 8S. 80, 10—15. XII. 0,0488 
99 + ae eee 19—21. XII. 0,0416 


Mittel 0,0474 — 

Die Durchschnittswerte Schittenhelms!) und die meinigen 
stehen sich also tatsichlich sehr nahe und besteht zwischen 
den experimentellen Befunden sonach keinerlei Gegensatz. 

Hingegen méchte ich auf einen Punkt hinweisen, der mir 


einer weiteren Aufklarung noch bediirftig scheint. 

Die Berechnungen Schittenhelms basieren namlich auf der An- 
nahme (S. 83), daB dem von ihm verfiitterten Priparat von thymo- 
nucleinsaurem Natron bei einem Stickstoffgehalte von 12,6°/, nur ein Ge- 
halt an Basenstickstoff von 5,1°/, eigentiimlich war. Dieser Purinbasen- 
wert erscheint nun, zusammengehalten mit anderen fiir den Purinbasen- 
gehalt des nucleinsauren Natrons ermittelten Werten (s. 0. Seite 449) ganz 
auffallend klein und dies um so mehr, als, wie oben erwahnt, Schitten- 
helm selbst bei der Analyse von Béhringerschen Praparaten von 
nucleinsaurem Natron mit einem Stickstoffgehalte von 14,05 bzw. 13,35°/, 
Purinbasenwerte von 8,55 bzw. 7,22°/, ermittelt hatte und es wenig 
wahrscheinlich scheint, daB ein so bewahrter Untersucher, wie Schitten- 
helm, bei Darstellung eines Priparates nach dem Verfahren von Kossel 
und Neumann ein weniger reines Praparat gewonnen haben sollte, als 
es das kiufliche BOhringersche Fabrikpraparat ist.*) 


1) Aus einer neuen Untersuchung von Schittenhelm und Seisser 
(Uber die Beeinflussung des Stoffwechsels von Kaninchen und Hund 
durch Zufuhr von Nucleinsiure, Harnsaéure, Allantoin usw., Zeitschr. f. 
experim. Pathol. 7, 117, Okt. 1909) ersehen wir (Vers. 3), daB ein Hund 
nach intravendser Zufuhr von 2,5 g thymonucleinsauren Natrons eine 
Mehrausscheidung von 0,215 — 0,110 = 0,105 g Allantoin-N am 1. Tage, 
von 0,133 — 0,110 = 0,023 am 2. Tage und 0,149 — 0,110 = 0,039 g am 
3. Tage aufwies; im ganzen also eine Mehrausscheidung von 0,105 -+- 0,023 
+ 0,039 — 0,167 g N, d.i. einem Gramm nucleinsauren Natrons ent- 
sprechend eine Mehrausscheidung von 0,067 g Allantoin-N. 

2) Vgl. diesbeziiglich auch die neuen Versuche von Schittenhelm 
und Seisser (Zeitschr. f. experim. Pathol. u. Ther. 7, 131, Okt. 1909), 
wo in Versuch 3 aus 0,5 g thymonucleinsauren Natrons 0,038 g Basen-N 
wiedergefunden wurde, i. c. 7,6°/o. 
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Beriicksichtigt man uun aber andererseits den vorerwahnten Um- 
stand, daB nur ‘/, des Basen-N effektiv fiir die Allantoinbildung in Be- 
tracht kommen kénnen, so ergibt sich, daB Schittenhelm eigentlich 
um */, mehr Purin-N + Allantoin-N so im Harne wiedergefunden hat, 
als dem angegebenen Purinbasengehalte seines Priparates entspricht. 

Die Frage, ob der Hund die Nucleinséure derart ver- 
arbeiten kinne, daB tatsachlich die gesamten darin enthal- 
tenen Purinbasen restlos als Allantoin und als Purinkérper 
im Harne zum Vorscheine kommen, scheint mir daher noch 
nicht abgeschlossen zu sein. 

Meine Versuche scheinen mir jedoch darauf hinzudeuten, 
daB eine solche quantitative Verarbeitung der Purinbasen 
doch wohl nicht immer erfolgen diirfte. Wir hatten im Be- 
ginne unserer Versuche diesbeziiglich ein (wohl auBerhalb der 
Fehlergrenzen liegendes) Defizit von 20°/, bzw. 13°/, zu ver- 
zeichnen, und wir sahen dasselbe im weiteren Verlaufe unseres 
Dauerversuches auf 28°/, ansteigen. 

Auf das rapide Absinken der Allantoinwerte, das wir im 
spateren Stadium der Bleivergiftung (Versuch le) verzeichnet 
haben, méchten wir wegen der gleichzeitig bestehenden schweren 
Allgemeinerkrankung keinen allzu groBen Wert legen. Es sei 
jedoch bei dieser Gelegenheit darauf hingewiesen, daB auch A bder- 
halden und Einbeck’) gelegentlich (nach Histidinzusatz) ein 
jahes Absinken der normalen Allantoinwerte bemerkt haben. 

Wir méchten daher, ohne die Méglichkeit eines quanti- 
tativen Ablaufes des in Rede stehenden Stoffwechselvorganges 
leugnen zu wollen, doch der Meinung Ausdruck geben, daB 
weitere Untersuchungen in dieser Richtung erwiinscht waren. 
Vielleicht stellt es sich dann doch heraus, da8 obige Differenzen in 
irgend welchen Mangeln der Versuchsmethodik begriindet waren. 

Nach den neuesten Untersuchungen Wiechowskis (diese 
Zeitschr. 25, 453, 1910) muB iibrigens auch mit der Méglichkeit einer 
Allantoinzersetzung im alkalischen Darminhalte gerechnet werden. 


B. Veranderte Relation der Purinderivate im Harne nach 
langdauernder Nucleinsdurefiitterung. 


Als der interessanteste Befund unserer Beobachtungsreihe 
erscheint eine auffallende Vermehrung der Harnsaéureaus- 
scheidung nach langdauernder Nucleinsaurefiitterung. 


1) 1. o. S. 327. 
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Die Harnsaureausscheidung war in der Vorperiode unseres 
Hauptversuches auffallend klein. Unser Versuchshund schied 
im Verlaufe der ersten Wochen so geringe Harnséuremengen 
aus, da8 eine quantitative Bestimmung praktisch unméglich war. 

Erst nach Beginn der Nucieinsaurefiitterung am 11. No- 
vember wurde die Harnsaureausscheidung quantitativ bestimm- 
bar, doch blieb dieselbe im Laufe der ersten Woche recht 
gering (0,0010 bis 0,0037). Sie stieg aber, von da angefangen, 
allmahlich und kontinuierlich an. Der Stickstoff der Harnsiure 
betrug am 1. Dezember bereits 0,0093, eine Woche spiiter 0,0247. 
Ende Dezember 0,0309, Ende Januar 0,0458. Im ersten Sta- 
dium der nunmehr beginnenden chronischen Bleivergiftung er- 
folgte noch ein weiterer Anstieg, und am 10. Februar war mit einer 
Ausscheidung von 0,0543 g Harnsaéure-N der Héhepunkt erreicht. 

Gleichzeitig war die Allantoinausscheidung etwas zuriick- 
gegangen. Wahrend im Beginne des Versuches von der Summe 
Purin-N +- Allantoin-N 98!/,°/, auf das Allantoin und nur 
17/,°/, auf die Purinbasen und die Harnsiéure zusammen ent- 
fallen waren, kamen nunmebhr auf das Allantoin nur mehr 85,8°/,, 
auf die Harnséure dagegen 13,4°/,. Die Purinbasen dagegen hatten 
mit dem Anstiege der Harnsiure in keiner Weise Schritt gehalten 
und waren auf dem urspriinglichen niedrigen Niveau geblieben. 

Der Umfang der Mehrausscheidung an Harnséure wird 
augenfallig, wenn man sich vergegenwartigt, daB die maxi- 
male Ausscheidung der Harnséure den am Ende der 
ersten Woche der Nucleinsaéurefiitterung erreichten 
Wert um mehr als das 15fache iberstieg. 

Im weiteren Verlaufe der Bleivergiftung erfolgte gleich- 
zeitig mit dem Einsetzen schwerer Allgemeinerscheinungen und 
dem Abfalle der Allantoinséureausscheidung ein jahes Absinken 
der Harnséureausscheidung. 

Es sei hier darauf hingewiesen, daB weder Liithje’) noch Preti*) 
eine ahnliche Beeinflussung der Harnsiureausscheidung bei ihren Ver- 
suchen iiber chronische Bleivergiftung am Hunde wahrgenommen haben. 


Ersterer sah nach monatelanger Zufuhr von Plumbum aceticum keine 
auffallende Anderung der Tagesausscheidung an Harnsiure, und letzterer 


1) Liithje, Uber Bleigift und den Einfiu® der Bleiintoxikation 
auf die Harnsaiureausscheidung. Zeitschr. f. klin. Med. 29, 206, 1896. — 
Beitrage zur Kenntnis der Allorurkérperausscheidung. Jb. 31, 112, 1897. 

*) Preti, Wirkung von Bleihydrosol und Bleiacetat auf den Stoff- 
wechsel. Diese Zeitschr. 21, 551, 1909. 
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faBte seine Beobachtungen dahin zusammen, ,,daB die Einfiihrung von 
Bleihydrosol und Bleiacetat in nicht toxischen Mengen den Stickstoff- 
umsatz férdert... Die Einwirkung auf die Harnsaéure ist eine minder 
entschiedene und gleichmaBige. Im ganzen erfihrt auch die Ausschei- 
dung dieser letzteren eine Zunahme... Der Zunahme folgen Perioden 
von verminderter Ausscheidung*. 


Das Wesentliche bei unseren Versuchen war ja auch zweifel- 
los nicht die Bleiintoxikation, sondern die langdauernde 
Nucleinsaiureiiberschwemmung, und auf diese ist die be- 
obachtete Stoffwechselalteration sicherlich zuriickzufiihren. 

Es hat sich also ergeben, da8 der Stoffwechsel 
eines monatelang mit Nucleinsadure gefiitterten Hundes 
eine auffallige Anderung erfahren hatte insofern, als 
dem Organismus das Vermégen, die Harnséure an- 
nihernd vollstandig zu Allantoin zu oxydieren, ab- 
handen gekommen war und ein gréBerer Bruchteil 
derselben in unverandertem Zustande zur Ausscheidung 
gelangte. Die UmwandlungderPurinbasenin Harnsaure 
dagegen hatte nicht gelitten, derart, daB nach wie vor 
die Menge derselben, die in unverindertem Zustande 
zur Ausscheidung gelangte, eine minimale blieb. 

Leider sah ich mich durch aéuBere Umstainde gezwungen, 
diese auSerst miihsame und zeitraubende Untersuchung abzu- 
brechen. Es war mir daher nicht méglich festzustellen, ob und 
inwieweit das hier beobachtete Verhalten als Regel gelten 
képne und ob eine langdauernde Nucleinséurefiitterung stets 
eine vermehrte Harnsiureausscheidung zur Folge habe. Jeden- 
falls ermutigen aber die bisher gemachten Erfahrungen, auf dem 
eingeschlagenen Wege weiterzuschreiten, und so darf ich wohl 
der Hoffnung Ausdruck geben, daB eine Weiterfiihrung dieser 
Untersuchungen, die ich nunmehr anderen iiberlassen muB, dem 
Gichtprobleme zustatten kommen mége. 


Zusammenfassung. 

1. Ein mit gemischter Kost gleichmaSig ernahrter kleiner 
Hund vertrug drei Monate lang die tagliche Verfiitterung 
von 5 g nucleinsauren Natrons, ohne eine EinbuBe an 
K6rpergewicht, eine Verdauungsstérung oder sonstige auffallige 
Schadigung zu erleiden. 

2. Der Purinbasenanteil der verfiitterten Nucleinsiure kam 
dabei im Harne zum weitaus gréBten Teil in Form von Allan- 
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toin und nur zum geringen Teile in Form von Harnsaure 
und Purinbasen zum Vorscheine, und zwar war dies auch 
der Fall, nachdem der Nucleinsaurefiitterung noch eine chro- 
nische Bleivergiftung superponiert worden war. 

3. Die Berechnung der Stoffwechselbilanz mit Bezug auf die 
in der verfiitterten N ucleinsiure enthaltenen Purinbasen ergab, daB 
in zwei Hundeversuchen von dem fiir die Umwandlung in Harn- 
siure bzw. Allantoin theoretisch in Betracht kommenden Stick- 
stoffanteile 72 bis 88°/, im Harn in Form von Purinkérpern 
und Allantoin zum Vorscheine gekommen sind. Die Frage, unter 
welchen Umstinden diese Umsetzung quantitativ und restlos 
im Sinne Schittenhelms verlaufen kénne, erscheint noch offen. 

4. Bei der langdauernden Nucleinsiaurefiitterung entsprach 
je einem Gramme verfiitterten nucleinsauren Natrons durch- 
schnittlich eine Mehrausscheidung von 0,0519g Stickstoff in 
Form von Purinkérpern und von Allantoin. (Schittenhelms 
Versuche ergeben als analogen Wert 0,0474.) 

5. Im Verlaufe des Fiitterungsversuches war eine Ver- 
anderung der Stoffwechselvorginge in dem Sinne wahrnehmbar, 
daB die tagliche Allantoinausscheidung nach einiger Zeit eine 
merkliche Abnahme zeigte. Gleichzeitig ging die Harnsaéure- 
ausscheidung sehr betrichtlich und kontinuierlich in die Hohe, 
derart, daB nach 10 Wochen etwa 10mal mehr Harnsaéure 
taglich ausgeschieden wurde als in der ersten Woche der 
Nucleinsaurefiitterung. Die Superponierung einer chronischen 
Bleivergiftung bewirkte noch einen weiteren erheblichen Anstieg 
der Harnsiureausscheidung. Wahrend im Beginne der Nuclein- 
sdurefiitterung nur etwa 1°/, der Summe des Purin-N und des 
Allantoin-N auf Harnsiure-N entfiel, war diese Quote schlieB- 
lich iiber 13°/, angestiegen. Ein gleichzeitiger Anstieg der 
Purinbasenausscheidung war nicht wahrnehmbar. 

6. Die Befunde deuten darauf hin, daB der Stoffwechsel 
des Versuchstieres durch die langdauernde Uberschwemmung 
mit Nucleinsiurespaltungsprodukten derart beeinfluBt worden 
ist, daB das Vermégen des Organismus, Harnsaéure an- 
nihernd vollstandig zu Allantoin zu oxydieren, eine 
Beeintrachtigung erfahren hatte. 
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Uber Leim und Tannin. 
Von 
Hans Trunkel. 


(Aus dem pharmakologischen Institut der Universitat Leipzig.) 


(Eingegangen am 9. Mai 1910.) 


Mit 16 Figuren im Text. 


Der Zweck vorliegender Arbeit, die ich auf Anregung des 
Herrn Prof. Dr. Boehm’) und unter dessen Anleitung aus- 
gefiihrt habe, war, die Vorginge eingehender zu studieren, die 
bei der Einwirkung der Lésungen von Leim und Tannin auf- 
einander stattfinden und zur Entstehung des sogenannten 
Leimtannates fiihren. 

Der gleiche Gegenstand ist in zahlreichen Publikationen 
aus alterer und neuerer Zeit behandelt oder beriihrt worden. 

Von gelegentlichen Beobachtungen und theoretischen Be- 
trachtungen abgesehen, ist aber die Reaktion von Tannin 
auf Leim nach den neueren Gesichtspunkten der Kolloid- 
chemie, soviel mir bekannt, noch nicht genauer verfolgt 
worden. 

Im allgemeinen zahlt man sie heutzutage zu den Ad- 
sorptionsvorgangen. 

Da, wie spater mitgeteilt werden wird, zwischen dem 
Bindungsvermégen wiasseriger Leimlésungen fiir Tannin und 


1) Nachdem ich die Veranderlichkeit des Bindungsvermégens 
des Leims fiir Tannin und der optischen Aktivitét des Leims mit der 
Zeit schon vor mehreren Jahren beobachtet hatte, veranlaBte ich den 
Herrn Verfasser, den Gegenstand genauer zu verfolgen und auszuarbeiten. 

R. Boehm. 
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ihrer optischen Aktivitaét eine merkwiirdige Analogie besteht, 
habe ich auch genauere Untersuchungen iiber die Circumpolari- 
sation wiasseriger Leimlésungen ausgefiihrt, iiber die in der 
folgenden Mitteilung berichtet werden soll. 


Es finden sich in der Literatur nur wenige Angaben iiber die 
Natur des Leimtannates sowie iiber den Charakter der Reaktion von 
Tannin auf Leim. 

Von alteren Autoren seieon Mulder!) und Béttinger?) genannt, 
die dem Leimtannat salzartigen Charakter zuschrieben. In neuerer Zeit 
hat sich Ed. Stiasny*) auf Grund der verschiedenen Bindungsverhilt- 
nisse zwischen Leim und Tannin fiir einen Adsorptionsvorgang zwischen 
beiden Kolloiden entschieden. Eine Stiitze findet diese Annahme eines 
Adsorptionsvorganges durch die Versuche, die beziiglich der Bindung 
des Tannins seitens Hautpulver angestellt worden sind. 

v. Schréder*) untersuchte die Abhaingigkeit der vom Hautpulver 
gebundenen Tanninmenge von der Konzentration der Tanninlésung und 
kam auf Grund der dabei gemachten Beobachtungen zu der Annahme, 
da8 man es bei diesem Vorgange nicht mit einem chemischen Prozesse 
zu tun habe. 

Die gleiche Ansicht vertritt Kérner®), der die von v. Schréder 
erhaltenen Resultate benutzte, um die Theorie des Gerbprozesses mathe- 
matisch zu formulieren. 

In jiingster Zeit haben Herzog und Adler®) die Gerbung des 
Hautpulvers durch andere Stoffe als das Tannin untersucht, sie ge- 
langten ebenfalls zu der Annahme, daB es sich dabei um Adsorptions- 
vorginge handele. Uberhaupt betrachtet man heutzutage den Gerb- 
prozeB im wesentlichen als Adsorptionsvorgang, und da man die Fallung 
des Leims durch Tannin recht wohl als einen der Gerbung analogen 
Vorgang bezeichnen kann, hat auch hier die Annahme einer Adsorption 
eine gewisse Berechtigung. 

Recht zahlreich sind die Autoren, die die Fallung von Leim durch 
Tannin zu Wertbestimmungsmethoden fiir Leim oder fiir Tannin be- 
nutzten, indem sie die Annahme eines konstanten Bindungsverhiltnisses 
zwischen Leim und Tannin machten. Beitrige zur Kenntnis der 
Natur der Reaktion zwischen Leim und Tannin finden sich in diesen 
Arbeiten nicht, so da8 von ihrer Besprechung abgesehen werden kann. 


1) Liebigs Annalen 31, 124, 1839. 

2) Ibid, 244, 227, 1888. 

3) Chem.-Zeitg. 32, I, 593, 1908. 

4) v. Schréder, Gerberei-Chemie. Berlin 1898. S. 396. 

5) Beitrige zur Kenntnis der wissenschaftlichen Grundlagen der 
Gerberei. Teil 3. Freiberg i. S. 1903. 

*) Zeitechr. f. Chem. u. Industrie der Kolloide 2, 2. Supplement- 
heft 3, 1908. 
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Vorbemerkungen iiber das verwendete Material. 
1. Leim. 


Als Ausgangsmaterial diente kiaufliche Gelatine Marke 0 
und 00, aus einem hiesigen Drogengeschaéft bezogen. Daraus 
wurden durch Reinigung 4 verschiedene Praparate (im Text 
mit I, II, III und V bezeichnet) hergestellt. 

Leim I und II, nach der Methode von Hofmeister’) ge- 
wonnen, fand ich beim Beginn meiner Arbeit bereits im Institut 
vor. Leim V habe ich nach der gleichen Methode, Leim III 
nach dem von Mérner*) angegebenen Verfahren dargestellt. 
Mit Leim IV ist das in einzelnen Fallen zu vergleichenden 
Versuchen herangezogene, nicht gereinigte Ausgangsmaterial 
bezeichnet. 


Durch das Verfahren von Mérner wurde zwar, wie aus 
der Tabelle S. 461 ersichtlich, ein Praparat erhalten, das den 
niedrigsten Gehalt an anorganischen Stoffen aufwies. Die 
Reinigung (im wesentlichen beruhend auf Auslaugen der zer- 
kleinerten gequollenen Gelatine mit 0,1°/,iger Kalilauge, hier- 
auf mit 0,1°/,iger Essigséure und schlieBlicher Entwiasserung 
der ausgelaugten Gallerte mit Alkohol) ist aber eine so zeit- 


raubende und mit so groBem Materialverlust verbundene 
Arbeit, daB ich die Hauptmenge des Materials nach der ein- 
facheren Hofmeisterschen Methode (mehrtagiges Auswaschen 
der gequollenen Gelatine mit groBen Mengen destillierten 
Wassers, schlieBlich Fallung der bei gelinder Warme gelésten 
und im Warmetrichter filtrierten Gallerte mit Alkohol) dar- 
stellte. 

Abgesehen von dem etwas geringeren Aschegehalt des 
Mérnerschen Praparates, war das Verhalten der nach beiden 
Methoden gereinigten Gelatine, soweit ich es bei meinen Ver- 
suchen beobachten konnte, das gleiche. Beide Priparate 
wurden noch feucht in méglichst kleine Stiicke zerschnitten, 
an der Luft getrocknet und die Vorriate in gut verschlossenen 
Glasbiichsen aufbewahrt. 

Nachstehende Tabelle enthalt die Resultate von Asche- 
bestimmungen, die mit Leim I, III, IV und V ausgefiihrt 


1) Hoppe-Seylers Zeitschr. f. physiol. Chem. 2, 315, 1878/79. 
2) Ibid. 28, 474, 1899. 
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wurden. (Von Leim II war nur ein kleinerer Vorrat zur Dis- 
position, dessen ich zu anderen Zwecken bedurfte.) 








: r | par 
Leimsorte: gees Asche | Asche cateel 
a eS Oe. 
I. 1,2720 0,0035 0,28 0.28 
(Hofmeister) 1,1615 0,0033 0,28 ’ 
III. 1,2660 0,0025 0,20 0.20 
(Morner) 1,4977 0,0028 0,19 ’ 
IV. 1,2300 0,0288 2.34 2 34 
(Handels-Gelatine) 1.3261 0,0310 234 | . 
Vv. 1,1992 0,0026 0.22 | 0.23 
(Hofmeister) 1.2160 | 0,0029 0,24 ’ 


Man erkennt, da8 durch die Reinigung der Gehalt an 
Elektrolyten auf ca. */,, reduziert werden kann. 


2. Tannin. 


Als Ausgangsmaterial diente Tannin. leviss. puriss. Merck, 
von dem ein Teil nach der Methode von Rosenheim und 
Schidrowitz (Behandlung der Acetonlésung des Tannins mit 
Ather und schlieBlich mit Wasser’) gereinigt wurde. Dieses Pri- 
parat ist in der Arbeit als Tannin III angefiihrt. 

Zwei andere, nach der gleichen Methode gereinigte Praparate 
(Tannin I und II) waren im Institut schon vorhanden, als 
Robmaterial hatte Kahlbaumsches und Mercksches Tannin 


gedient. 

Die Bestimmung der optischen Aktivitaét ergab 

1. fir Tannin Merck: [a}i° = + 72,7° 
und 2. fiir das daraus erhaltene Tannin III: [«]$’— --72,5° 


so daB in dieser Hinsicht die Reinigung das Verhalten des 
Tannins nicht beeinfluBt hat.*) 

Das Mercksche Tannin wies aber einen geringen Gehalt 
an Gallussiure auf, von der in den daraus gewonnenen ge- 
reinigten Praparaten nichts nachzuweisen war. 


1) Journ. of Chem. Soc. 73, 882, 1898. 

2) Bei Anwendung ihrer Methode gelangten Rosenheim und 
Schidrowitz, selbst bei Verwendung sehr schlechten Rohmaterials, 
stets zu einem Tannin von 75 bis 75,2° Drehungswert. Ein anderer 
Autor (Leo F. Iljin, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 42, 1731, 1909) 
erhielt bei Anwendung dieser Methode ein Tannin von nur 70,9° 
Drehungswert. 
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I. Das Bindungsvermégen des Leims fiir Tannin. 


Es war von vornherein sehr wenig Aussicht vorhanden, 
durch gewichtsanalytische Methoden iiber die Mengenverhilt- 
nisse Aufschlu8 zu erhalten, in denen Tannin und Leim sich 
miteinander verbinden. Um aber mit einem der MaBanalyse 
nachgebildeten Verfahren zum Ziele zu gelangen, waren zuniachst 
folgende Vorfragen durch den Versuch zu erledigen: 

1. Stehen einfache Reaktionen zur Verfiigung, durch die 
sehr kleine Mengen von Tannin und Leim rasch und sicher 
nachzuweisen sind? 


2. Lassen sich Tannin und Leim nebeneinander in kleinen 
Mengen in einer wasserigen Lésung nachweisen ? 

3. Gibt es bei der Fallung einer Leimlésung mit einer 
Tanninlésung einen Punkt (Grenzpunkt), in dem das Fil- 
trat vom Leimtannat vdllig oder annahernd frei von Tannin 
und Leim ist? 


ad. 1. Zum Nachweis von Tanninspuren eignet sich am besten 
eine wasserige Ferrichloridlésung (Liq. ferri sesquichlor. D. A. IV mit 
gleichen Teilen Wasser verdiinnt. Man versetzt 10 com der auf Tannin 
zu priifenden Lésung mit 2 Tropfen dieser Lésung). Versuche er- 
gaben, daB die Reaktion noch in einer Konzentration des Tannins von 
1: 180000 eine deutliche Blaufairbung gibt. Etwas weniger empfindlich 
ist die Reaktion mit 10°/,iger Kalilauge auf Tannin. Hier (10 com 
Tanninlésung -+- 6 Tropfen dieser Kalilauge) tritt noch bei einer Tannin- 
konzentration von 1:100000 deutliche Rotfarbung ein. 

Diese Rotfairbung ist bei kiinstlichem Licht viel schlechter wahr- 
nehmbar als die durch Eisenchlorid bewirkte Blauung und tritt (nament- 
lich bei Tanninlésungen von geringer Konzentration) erst nach 5’ deut- 
lich auf. 

Leim kann durch die Tanninprobe (10 com Leimlésung + 3 Tropfen 
10°), iger Tanninlésung) noch in Konzentrationen von 1:50000 bis 60000 
an der auftretenden Triibung erkannt werden. 

Pikrinsaéure (10 ccm Leimlésung -+- 3 Tropfen 1°/, iger Pikrin- 
siurelésung) zeigt Leim nur bis zu einer Konzentration von 1:10000 
sicher an. 

Das empfindlichste Reagens fiir Leim ist Kaliumquecksilber- 
jodid (5 com Leimlésung mit 1 Tropfen verdiinnter Schwefelsiure an- 
gesiuert und mit 2 Tropfen des konzentrierten Reagens versetzt). Die 
Reaktion l48t den Nachweis von Leim noch in der Konzentration von 
1:125000 zu; bei sehr geringer Leimkonzentration wird die milchige 
Triibung erst nach dem Absetzen des ausgeschiedenen Jodquecksilbers 
(nach 5 bis 10’) deutlich sichtbar. 
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ad 2. In Lésungen, die zugleich Tannin und Leim enthalten, kann 
ersteres durch Ferrichlorid, letzterer durch konzentriertere Tanninlésung 
(Triibung) oder durch Kaliumquecksilberjodid erkannt werden. 

Die angegebenen Empfindlichkeitsgrenzen haben nur dann Geltung, 
wenn sich auBer Tannin resp. Leim keine anderen Substanzen in der 
Lésung befinden. Fiir diesen Fall erschien die Empfindlichkeit der Re- 
aktionen aber ausreichend, um sie bei der quantitativen Untersuchung 
der Bindung von Tannin durch Leim zugrunde zu legen. 

ad 3. Wenn man verschiedene Proben einer Leimlésung mit genau 
abgestuften verschiedenen Volumina einer Tanninlésung versetzt und die 
klare Fliissigkeit von dem abgeschiedenen Leimtannat durch ein Asbest- 
filter trennt, so erhalt man bei einer bestimmten Tanninmenge ein 
Filtrat, in dem durch obige Reagenzien weder Tannin noch Leim nach- 
weisbar sind. 

Es ist also méglich, Leim aus seinen wisserigen Lésungen 
durch Tannin (und umgekehrt) annahernd vollstindig ab- 
zuscheiden. 

Der vorliegende Abschnitt dieser Abhandlung wird sich ein- 
gehender mit diesem Grenzfall beschaftigen, in dem, wie ich 
hier vorgreifend bemerke, das abgeschiedene Leimtannat 
auch bei anhaltender Behandlung mit destilliertem 
Wasser weder Leim noch Tannin in nachweisbaren 
Mengen an das Wasser abgibt, also ein scheinbar be- 
stindiges und praktisch als in Wasser unléslich zu 
bezeichnendes Leimtannat entsteht. 

Hat man eine Leimlésung mit zu wenig Tanninlésung ver- 
setzt, so laBt sich der Niederschlag nur sehr langsam durch 
Asbest von der klaren Filiissigkeit trennen, die dann aber 
neben Leim stets auch Tannin enthalt, offenbar weil das frisch 
gefallte Tannat etwas in dem noch vorhandenen iiberschiissigen 
Leim léslich ist, 

In Filtraten von Proben, die iiber den Grenzpunkt hinaus, 
also mit einem Uberschu8 von Tannin versetzt worden sind, 
fand ich nur Tannin, niemals aber Leim, wonach Leimtannat 
als in iiberschiissigem Tannin unléslich bezeichnet werden 
kann. 

Auf Grund der vorstehend mitgeteilten Erfahrungen muBte 
es méglich sein, wenigstens sehr annahernd genau die Verhilt- 
nisse zu ermitteln, in denen sich Leim und Tannin in dem 
oben definierten Grenzpunkte miteinander verbinden und ein 


wasserunlésliches und wasserbestandiges Leimtannat bilden. 
Biochemisehe Zeitechrift Band 26. 31 
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Der bei den quantitativen Versuchen eingeschlagene Weg 
ist zunichst durch einige Vorbemerkungen genauer zu _ be- 
schreiben. 

Leimlésungen. Die trockenen Leimstiicke lieB ich in der 
erforderlichen Wassermenge iiber Nacht quellen, bewirkte sodann 
die Auflésung durch 3stiindiges Erwirmen auf 40° im Brut- 
schrank und filtrierte die warme Lésung. 

Zur Ermittlung der Konzentration wurden 10 ccm der auf 
Zimmertemperatur abgekihlten Lésung in einer Platinschale 
zur Trockne verdampft und nach dem Erhitzen auf 100° bis 
zur Gewichtskonstanz der Trockenriickstand bestimmt. Die 
Tanninlésung war in allen Versuchen 1°/, ig, bezogen auf bei 
100° getrocknetes gereinigtes Tannin. 

Je 10 ccm der Leimlésung wurden in 6 geeignete kleine 
Kolben abpipettiert und die einzelnen Portionen aus einer Biirette 
mit nach 0,1 ccm abgestuften Volumina 1°/, iger Tanninlésung 
versetzt, gut umgeschiittelt und 15 Minuten stehen gelassen. 
Hierauf wurden ungefahr gleiche Volumina von den Nieder- 
schligen durch Asbestfilter') in Probezylinder abfiltriert und 
auf Tannin resp. Leim gepriift. 

Dabei war vorausgesetzt worden, daS beim Zusammen- 
bringen von Leim- und Tanninlésung in kurzer Zeit Gleich- 
gewicht eintritt. 

Obwohl ich fiir diese Voraussetzung durch anderweite Ver- 
suche den Beweis der Richtigkeit erbracht habe, habe ich doch 
eine Anzahl Versuche in etwas modifizierter Weise ausgefiihrt, 
indem ich das Reaktionsgemisch vor dem Abfiltrieren 5 bis 10’ 
in Glasstépselflaschen von 60 ccm griindlich durchschiittelte. 

Das Resultat war das gleiche wie bei den nicht geschiit- 
telten Versuchen. 

Einige Beispiele dieser Titrierungen mdgen hier folgen. 


1. Titrierung einer frisch bereiteten Leimlésung (Leim I). 


Je 10 ccm Leimlésung (0,41°/,) wurden mit der angegebenen Menge 
Tanninlésung (1°/,) versetzt. 


1) Da v. Schréder (Dinglers Polytechnisches Journal 269, 38 und 
82, 1888) und Sesti (Chem. Centralbl. 2, 745, 1901) nachgewiesen 
haben, da8 Filtrierpapier Gerbstoff adsorbiert, wurde als Filtriermaterial 
ausschlieBlich Asbest verwendet. 
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Tanninlésung in ccm | Tanninreaktion im Filtrat 
3,4 deutlich 
3,3 a 
3,2 minimal 
3,1 ” 
3,0 0 
2,9 enthalt Tannin und Leim 


Demnach ist die vorletzte Probe der Grenzfall, es binden also 
0,041 g Leim 0,030 g Tannin. 

Der Grenzfall ist im weiteren Verlauf der Arbeit durch 
die ,,Grenzzahl“ wiedergegeben, die angibt, wieviel Teile 
Tannin von | Teil Leim gebunden werden. 


Sie betraigt fiir das obige Beispiel 0,73. 


2. Titrierung der gleichen, jedoch 24° alten Leimlésung. 





Tanninlésung in ccm I - ‘Tanninreaktion im Filtrat — 





2,3 deutlich 

2,2 minimal 

2,1 - 

2,0 “a 

1,9 0 

1,8 enthalt Tannin und Leim 


Daraus berechnet sich als Grenzzahl 0,46. 

Beziiglich des weiteren Verhaltens dieser Leimlésung sei auf Ver- 
suchsreihe 2 in Tabelle I, 8. 466 verwiesen. 

Vermittels des Titrierungsverfahrens habe ich die fiinf ein- 
gangs genannten Leimsorten auf ihr Bindungsvermégen fiir 
Tannin untersucht. 

Bei allen verminderte sich das Bindungsvermégen inner- 
halb der ersten 24° um ungefahr 50°/,, weiterhin erfolgte lang- 
same Abnahme, wie aus den Tabellen und graphischen Dar- 
stellungen I—V ersichtlich ist. 

Es eriibrigt noch zu bemerken, daS das Bindungsvermégen 
derjenigen Leimlésungen, die iiber 72" hinaus beobachtet wurden, 
nur mehr wenig abnahm, und dafB diese (scheinbar) unbegrenzte 
Abnahme wohl auf beginnende langsame Zersetzung der Lésung 
durch Mikroben zuriickzufiihren ist. 

Um das Verhalten der einzelnen Leimsorten untereinander 
vergleichen zu kénnen, sind von saémtlichen fiir die einzelnen 
Altersstufen gefundenen Grenzzahlen die Mittelwerte genommen 


worden und in Tabelle VI zusammengestellt. 
31* 
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a Art 

&| der Ausfiihrung 

1 | Nicht geschittelt 

Nach 72° erwarmt 

2 | Nicht geschiittelt 

3 | Nicht geschiittelt 

4 | Nicht geschiittelt 

Geschiittelt 

5 | Nicht geschiittelt 
Geschiittelt 

6 | Nicht geschiittelt 

Geschiittelt 





0,8 - 
a 


0,5 




















Tabelle I. 
Grenzzahlen fiir Leim I. 
Alter der Leimlésung Konzen- 
- tration der 
Frisch| 24" | 48° | 72*| 96% | 120"| 144"! Leimidsung 
Von 1 Teil Leim gebundene Teile Tannin > 
0,78 — | 0,43 0,40 0,38 0,35/0,33] 0,40 
0,78; — 035) —| — | —| — 
0,73 | 0,460.44. — | 0,39| 0,37 0,34 0,41 
0,74 | 0,48 0,455 — 041 0,38 0,36 0,42 
0,77; — | 0,43 037,030; — | — 0,30 
— | — | 0,37, 030,027; — | — 
0,77, — | 0,37 0,33, — |0,27; — 0,30 
0,73; — | 0,400.33 — |027) — 
0,78/0,48) —| —| —| — | — 0,27 
073/\ 008, —| —| — | — | — 
Leim I. 
ain 





0,3 
Frisch 24» 


4m 722 98 120 «148 
Fig. 1. 


Noch besser veranschaulichen die Abnahme des Bindungs- 
vermégens die Kurven Fig. 1 bis 5. Auf der Ordinate sind die 
Mittelwerte der Grenzzahlen (vgl. Tab. VI S. 470), auf der Ab- 
szisse die Altersstufen des Leims aufgetragen. 

Man sieht aus der Zusammenstellung der Mittelwerte 
(Tab. VI, S. 470), daB das Bindungsvermégen der verschiedenen 


Leimsorten fiir Tannin Schwankungen aufweist. 


Es ist dies 


bei Beachtung des Umstandes, daB Leim ein nach chemischen 
Grundsatzen nicht scharf zu charakterisierender Stoff ist, nicht 
verwunderlich. Das héchste Bindungsvermégen zeigt Leim II, 
das geringste die gewdhnliche Gelatine (Leim IV). 
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Tabelle II. 
Grenzzahlen fiir Leim IL 
zs ’ Alter der Leimldsung — Konzen- 
Za - Frisch] 24° | 48°| 72" | 96% | 1208] 144s] pation der 
‘D + isc | ones 
£ &| der Ausfithrung + Leimiioung 
> eae | - Von 1 Teil Leim gebundene Teile Tannin 2 lo ae. 
1 | Nicht geschiittelt | 0,79 | 0,57 0,55 0,50 0,48) — (0,41 0,42 
Nach 72° erwarmt | 0,79 055 —,|/— —/|— | — 
2 | Nicht geschiittelt}081. —| —| —| — | — | — 0,47 
Geschiittelt 083; —| —| —|—|— | =— 
Leim II. 
0,8 - 
Z 
0,5 
0,3 , 
Frisch 245 +48 722 96 1445 
Fig 2. 


Zu bemerken ist noch, da® sich das Bindungsvermégen 
einer beliebig gealterten Leimlésung durch Erwirmen derselben 
wieder auf seinen urspriinglichen maximalen Wert bringen laBt. 
Es finden sich dazu einige Beispiele in den Tabellen I bis V. 

Da sich beim Grenzfall im Filtrat des Leimtannates Leim 
und Tannin nicht nachweisen lieB, so muBte ein solches Filtrat 
ohne Hinterlassung eines Riickstandes verdampfen und sich 
dadurch das Ergebnis der mafanalytischen Bestimmung kon- 
trollieren lassen. 

Diese Riickstandsbestimmungen habe ich in der Weise 
ausgefiihrt, da8 ich durch Titrierung den Grenzfall ermittelte, 
in diesem Verhiltnis etwas gréBere Volumina mischte und 
einen aliquoten Teil des Filtrates zur Trockne brachte. 
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Tabelle III. 
Grenzzahlen fiir Leim ITI. 



































2 . Alter der Leimlsung Konzen i 
© Art ————| tration der 
Es der Ausfiihrung [seh 24" | 48"| 725| 96% | 120%| 144 Leimldsung | 
2 ae an Von 1 Teil Leim gebundene Teile Tannin o%, 
1 Nicht geschiittelt | 0,66 | 0,34 0.32, — | 0,26) 0,24 | —_ 0,38 
Geschiittelt _ 0.32 0,29' — 0.26 0.21 | —- 
2 | Nicht geschiittelt | 0,66 | 0,37 0,34 0.34 — | 0,32 0,32 0,38 
Geschiittelt 0,63 | 0,37 oa 4' 0,32) — | 0,32 0.28 
3 | Nicht geschiittelt}0,70' — 8 0,38, 0,38 | 0,35) — 0,40 
Geschiittelt 0,68; — 35 0,35 0,35 0.365 | — 
4 | Nicht geschiittelt O70 | 0,4 ” _— 0:37| —_j—|— 0,43 
Geschiittelt 0,70 0,42) — 035 — | — | — 
5 | Nicht geschiittelt | 0,73 0,33 — 030 — | — | — 0,40 
Geschittelt 0,70 | 0,33) —'030 — — | — 
6 | Nicht geschiittelt | 0.72 0.42) — 039 — — | — 0,36 
Geschiittelt 0,69 | 0,39) — 036 —  — 
Leim III. 
0,7 ¢ 
0,5 
0,2 P 
Frisch 24° 48> 72. 96" 1208 1445 
Fig. 3. 


Zu den nachstehend beschriebenen Riickstandsbestimmungen 
diente Leim I und Tannin III. 


l. Riickstandsbestimmung. Eine 0,46°%/,ige frisch bereitete 
Leimlésung ergab den Grenzfall bei 10 com Leimlésung -+- 3,3 ccm 1°/,ige 
Tanninlésung, d. h. 1 Teil Leim bindet 0,72 Teile Tannin. 

Zur Riickstandsbestimmung wurde das 3fache Quantum gemischt. 
15 ccm Filtrat ergaben zur Trockne gebracht bei 100° einen Riickstand 
von 0,00235 g (im Mittel aus 2 Bestimmungen), daraus berechnet sich, 
daB 1 Teil Leim 0,67 Teile Tannin gebunden hatte. 
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Tabelle IV. 
Grenzzahlen fiir Leim IV. 
2 . ei, ba der Secs, 
g Art me tration der 
2S der Austihrune |Ptise® 24" | 48" | 72*| 96% | 120*| 144*| reimideung 
4 Von 1 Teil 1 tin gebundene Teile Tannin %, 
1 | Nicht geschiittelt | 0,63 0,30, 0,28 0,25 0.23) — |0,18] 0,40 
2 | Nicht geschiittelt | 0,56 0.26 — 019 —|—;— 0,43 
Geschiittelt 0,64 '0,26 — (021; — | — | — 
3 | Nicht geschiittelt | 0,56 0.28; — | 0,230.21; — | — 0,43 
Geschiittelt 0,56 0,26) — 0/23 0.21 —-i— 
4 | Nicht geschiittelt | 0,59 0.32 0,29) 0.27 0.24 0,18) — 0,34 
Geschiittelt 0,62 0,29, 0,29) 0,24) 0.21 0,18 | — 
5 | Nicht geschiittelt | 0,59 0,28 0,26 0,23 021;— | — 0,39 
Geschiittelt 0,56 0.31 0,28 0,23 0,21 | —-|- 
6 | Nicht geschiittelt | 0,56 | 0,280.26 —| — | — | — 0,50 
Geschiittelt 0,54 0,30, 024, —|—|—| — 
Leim IV. Leim V. 
0,6 r 0,7 ¢ 
0,5 
0,5 
0,1 4 02 
Frisch 24" 48" 72 96 1208 144» Frisch 24" 48> 
Fig. 4. Fig. 5. 
Tabelle V. 
Grenzzahlen fiir Leim V. 
3 Alter der Leimlésung Konzen- 
8 = Art “7 eee ~ | tration der 
E'S] der Ausfihrung Frisch | 24 | 49° | 725 | 96" il 120° | 144 Leimlésung 
> Von 1 Teil Leim gebundene Teile Tannin % 
1 | Nicht geschiittelt | 0,67 | 0,311 026) —|— | —|—| 039 
Geschiittelt 0,67 | 0,31) 0,23) — | — | — | — 
2 | Nicht geschiittelt | 0,67 | 0,37/ 0,33) — | — | — | — 0,30 
Geschiittelt 0,70 | 0/33 0,30) —|-|-|- 
3 | Nicht geschiittelt | 0,68 | 0,34 0,29 —\|- |— 0,38 
Geschiittelt 0,66 | 0,340.29 — | — | — | — 
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Tabelle VI. 
Mittelwerte der Grenzzahlen fiir Leim I bis Leim V. 





} 
} 



































2 Alter der Leimlésung 

3 Art a —_—_—_ 
Bi de antthouns Frisch) 24" | 48% | 7m | 96% 120° | | 4 
Ss aad Von 1 Teil Leim _gebundene Teile Tannin 4 
I | Nicht geschittelt] 0,76 | 047 041 | 0,37 0,37 0,34 | 0,34 
Geschiittelt 0,76 0,48 | 039 | 0,32 027) 027) — 
Mittel | 0,76 | 0,48 | 0.41 | 0,35 | 032 0,31 | 0,34 

II | Nicht geschiittelt] 0,80 | 0,56 0,55 | 0,50 0,48 0,41 
Geschittelt —|_ 0,83 | — | re —| - 
Mittel | 081 | 056! 055/050! 048; — | 041 

III | Nicht geschiittelt} 0,70 0,38 | 0,35 | 0,36 0,32 | 030) 0,32 
Geschiittelt —_| 0,68 | 0,37 | 0,33 | 0,34 | 0,31 | 0,29 | 0,28 
Mittel | 0,69 0,37 | 0,34! 0,35 031 | 0,30) 0,30 

IV | Nicht geschiittelt} 0,58 | 0,29 | 0,27 | 0,23 | 022) 0,18 0,18 
Geschiittelt 0,56 | 0,28 | 0,27 | 023 | 021) 018) —_ 
Mittel | 0,56 | 0,29! 027 0,23! 022! 018! 0.18 

V | Nicht geschiittelt} 0,67 0,34, 029) — | — | — | — 
Geschiittelt 0,68 | 033/| 027; —|—j;—] — 
Mittel | 0,68 | 033| 028; — | —|—| — 


Beriicksichtigt man, daB zwischen der Titrierung und der Riick- 
standsbestimmung notwendigerweise einige Zeit verstreichen muB, in der 
der Titer der Leimlésung sich vermindert, so ist obiges Ergebnis zu 
verstehen. Das Filtrat hatte sich dementsprechend als schwach tannin- 
haltig erwiesen. 

2. Riickstandsbestimmung. Die zur vorstehenden Bestimmung 
benutzte Leimlésung ergab 24° spiter den Grenzfall bei 10 ccm Leim- 
lésung -++- 2,0 com Tanninlésung, d. h. es bindet 1 Teil Leim 0,43 Teile 
Tannin. 

Die wie oben ausgefiihrte Riickstandsbestimmung ergab fiir 15 com 
Filtrat 0,0013 g Trockenriickstand, so daB 1 Tei! Leim 0,41 Teile 
Tannin bindet. 

Das Filtrat erwies sich als minimal tanninhaltig. 

3. Riickstandsbestimmung. Die oben verwendete Leimlésung 
ergab 48° alt den gleichen Grenzfall und das gleiche Resultat bei der 
Riickstandsbestimmung wie am Tage zuvor. 


Zusammengestellt sind die Ergebnisse der 3 Bestimmungen folgende: 








Alter pay Leimlésung Frisch | 2" | 48h 
Grenzzahl durch Titrierung: 0,72 | 0438 | 043 
- »  Riickstandsbestimmung: 067 | O41 | O41 


Wenngleich absolute Ubereinstimmung nicht erzielt ist, so 
findet die betrachtliche Verminderung des Bindungsvermégens 
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des Leims fiir Tannin innerhalb der ersten 24" doch eine ge- 
wichtsanalytische Bestaétigung. Die Abweichungen sind einer- 
seits bedingt durch die Zustardsinderung der frischen Leim- 
lésung, andererseits durch die Schwierigkeiten, mit denen die 
Erzielung des Grenzfalles bei Anwendung gréBerer Volumina 
verbunden ist. (Man vgl. hierzu 8. 480 bis 481.) 

Zuletzt sei noch mitgeteilt, da8 auch lingere Zeit erhitzte 
Leimlésungen (/-Leimlésungen) in den Bereich der Unter- 
suchungen gezogen worden sind. Die Bestimmung des Tannin- 
bindungsvermégens erwies sich jedoch fiir diesen Fall als un- 
méglich, indem die Ausflockung niemals eine vollstandige ist, 
so da8 das Filtrat immer Leim und Tannin zugleich enthielt.’) 

Im Anschlu8 an die Titrierungen sei bemerkt, da8 die 
Zustandsinderung der Leimlésung schon vor langer Zeit be- 
obachtet wurde. 

v. Fehling*) benutzte zu der Gerbstoffbestimmung eine 
1°/,ige Leimlésung. Dabei fand er, da8 er von der frisch 
bereiteten Leimlésung zur Fallung von 0,2 g Gallapfelgerbsaure 
33 ccm, von der einige Tage alten hingegen 35 bis 40 ccm brauchte. 

Nimmt man 33 ccm und 40 cem als die weitesten Grenzen 
an, so ist die Grenzzahl seiner frischen Lésung 0,61, die der 
gealterten 0,50. 

Wie oben bemerkt wurde, erweist sich das Leimtannat des 
Grenzfalles als wasserunléslich und wasserbestaindig. Verlauft 
hingegen die Reaktion zwischen Leim und Tannin bei einem 
UberschuB von letzterem, so resultiert ein wasserunbestan- 
diges Leimtannat, wie spiter eingehend gezeigt werden wird. 

Bei der Ermittelung der Zusammensetzung dieses unbe- 
standigen Tannates wurde von der friiher erwahnten Tatsache 
Gebrauch gemacht, daB ein bei Gegenwart von iiberschiissigem 
Tannin bereitetes Leimtannat ein nur tanninhaltiges, niemals 
aber auch leimhaltiges Filtrat liefert. Es wurde demgemaB eine 
bekannte Menge Leim in wiasseriger Lésung mit einem Uberschu8 
von Tannin versetzt, in einem aliquoten Teile des Filtrates das 
nicht gebundene Tannin bestimmt und daraus die Menge des vom 
Leim zuriickgehaltenen Tannins berechnet. Dazu war jedoch er- 

1) Eine ahnliche Beobachtung wurde von A. Miiller gemacht. 


Zeitschr. f. angew. Chem. 15, 1237, 1903. 
2) Wagners Jahresber. d. chem. Technologie 1858, 512. 
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forderlich, zunachst festzustellen, ob beim Zusammenbringen von 
Leim und Tannin sofort oder erst nach einiger Zeit Gleichgewicht 
eintritt und ob dabei in gewissen Grenzen die Temperatur von 
Einflu8 ist. Es seien deshalb zuerst diese Gleichgewichts- 
versuche beschrieben. 


Das Material ist Leim I und Tannin III, alle Werte be- 


ziehen sich auf bei 100° getrocknete Substanz, die Leimlésung 
war stets frisch bereitet. 


1. Gleichgewichtsversuche bei Zimmertemperatur. (16 bis 17°.) 


Diese Versuche fiihrte ich in Glasstépselflaschen aus und brachte 
gleichzeitig in drei GefaiBe eine bestimmte Menge Leim- und Tannin- 
lésung. 

Das erste Reaktionsgemisch filtrierte ich nach kraftigem Umschiitteln 
sofort ab, das zweite lieB ich 3%, das dritte 6° unter 6fterem Umschiit- 
teln stehen. 

Versuchsreihe A. 

Von einer 1°/,igen Tanninlésung setzte ich 30 ccm zu 40ccm 0,6°/, iger 
Leimlésung, so daB auf 1 Teil Leim 1,25 Teile Tannin zur Verwendung 
gelangten. Von den Filtraten brachte ich je 30 com zur Trockne, der 
Trockenriickstand bei 100° betrug 0,0077, 0,0079 und 0,0074 g (im Mittel 
aus 2 Bestimmungen). 

Daraus berechnet sich; 

1. Versuch, sofort filtriert: 1 Teil Leim bindet 1,18 Teile Tannin 

2. a nach 3 ,, Dw on « RAT ws » 

3. - ss FF a bs - s RB w Pm 
Versuchsreihe B. 

40 com 0,42°/,ige Leimlésung wurden mit 30 ccm 1°/,iger Tannin- 
lésung versetzt, so daB Leim und Tannin im Verhiltnis 1,0 zu 1,79 stehen. 

Die Riickstinde von je 30 ccm Filtrat betrugen 0,0176, 0,0173 und 
0,0178 g, woraus sich ergibt: 

1. Versuch, sofort filtriert: 1 Teil Leim bindet 1,54 Teile Tannin 
2. fj nach 3° ,, 4 ‘a oi BSS. os ym 
3. - on ig be an « - BH « % 


2. Gleichgewichtsversuche bei konstanter Temperatur. 
Die Reaktionsgemische wurden bis zum Abfiltrieren bei konstanter 
Temperatur im Wasserthermostat belassen und geschiittelt. 
Die Temperatur betrug 25°, den ersten Versuch belieB ich 30’, den 
zweiten 4", den dritten 7° im Thermostat. 


Versuchsreihe A. 
40 ccm 0,6°/,ige Leimlésung wurden mit 30 ccm 1°/,iger Tannin- 
lésung versetzt, Leim und Tannin stehen also im Verhaltnis 1,0: 1,25. 
Die Riickstinde von je 30 ccm Filtrat betrugen 0,0079, 0,0079 und 
0,0082 g. Daraus ergibt sich: 
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1. Versuch, nach 30’ filtriert: 1 Teil Leim bindet 1,17 Teile Tannin 
2. ” ” 45 ” 1 ” ” ’ 1,17 ” ” 
‘ 3. se ” Pp ” 1 %? ” ” 1,17 ” ” 


Versuchsreihe B. 

8 com 0,6°/,ige Leimlésung werden mit 32 com Wasser verdiinnt 
und 30 cem 1°/,ige Tanninlésung zugefiigt, so da8 Leim und Tannin 
im Verhaltnis von 1,0 zu 6,25 zur Verwendung kamen. Je 30 ccm Fil- 
trat lieferten 0,0868, 0,0878 und 0,0872 g Trockenriickstand. Daraus re- 


sultiert: 
1. Versuch, nach 30’ filtriert: 1 Teil Leim bindet 2,03 Teile Tannin 
2. ” ” 4 ” 1 ” %. > 1,98 ” ” 





3. ” %) Y ba ” 1 ” ” ” 2,01 ” ” 


Versuchsreihe C. 

4 ccm 0,6°/,ige Leimlésung wurden mit 36 ccm Wasser verdiinnt 
und mit 30 ccm 1°/,iger Tanninlésung versetzt, d.h. Leim und Tannin 
stehen im Verhiltnis von 1,0:12,50. Je 30 ccm Filtrat ergaben 0,1068, 
0,1061 und 0,1072 g Riickstand, so da sich folgendes Resultat daraus 
berechnet: 

1. Versuch, nach 30’ filtriert: 1 Teil Leim bindet 2,12 Teile Tannin 
; 2. - « a Po 3 as ae «ws ” 
So. & a ? wo Bie ew. = Es a 
: Diese Versuche zeigten, daB beim Zusammenbringen von Leim und 
/ Tannin in wasseriger Lésung in kurzer Zeit Gleichgewicht ein- 
tritt und daB die Temperatur innerhalb gewisser Grenzen (16 bis 25°) 
keinen EinfluB auszuiiben vermag. 

Somit waren die Bedingungen erfiillt, unter denen die Unter- 
suchung des nicht wasserbestindigen Leimtannates in der oben 
angegebenen Weise durchfiihrbar erschien. 


ee 


ml 


Versuchsreihe A. 

Das Material ist Leim I und Tannin III, die Leimlésung war bei 
allen Versuchen frisch. 
Alle Proben wurden 1 bei 25° im Thermostat geschiittelt, alle 
i Werte beziehen sich auf bei 100° getrocknete Substanz. 
1 Als Ausgangsmaterial diente teils 1°/,ige, teils 2°/,ige Tanninlésung 
und 0,6°/,ige Leimlésung. 

Um bei allen Proben das gleiche Fliissigkeitsquantum (60 com) zu 
haben, wurde die Leimlésung wenn nétig mit Wasser verdiinnt. 

Zur Ermittlung des nicht gebundenen Tannins brachte ich 30 com 
Filtrat zur Trockne. 

In dieser Weise habe ich 17 Versuche ausgefiihrt und dabei den 
Tanniniiberschu8 allmahlich gesteigert. In der umstehenden oberen 
Tabelle finden sich die Resultate sowie die analytischen Daten dieser 
Untersuchungen. 

Wie ersichtlich wachst das Bindungsvermégen des Leims 


) fiir Tannin mit steigendem Tanniniiberschu8, um bei Verwen- 
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dung von 15 Teilen Tannin auf 1 Teil Leim (Vers. 13) seinen 
maximalen Wert zu erreichen. 

Untenstehende graphische Darstellung veranschaulicht die 
Ergebnisse dieser Versuchsreihe. 


Es sind auf der Abszisse die auf 1 Teil Leim angewendeten, auf 
der Ordinate_ die von 1 Teil Leim gebundenen Teile Tannin aufgetragen. 

















z-| Riickstand 
3 ; —: pat ay age ba -| Tolle Tan- 
s Leimlésung | —_ trat ing (im 1 ‘Teil Leim 1 Teil Leim 
a | & | Mittel aus in Amwen- | gebunden 
: 2 Bestim- dung kamen| wurden 
Z I i mangen) | 
1 deem 0.6% + 8com H,0 12ccm 2%/,| 0,0045 1 | 0,96 
2 , 06, +27, , 18 , 1,| 0,02045 2 | 1,55 
sis° ast a’ ” |36 , 1.| 0,0804 3 | 1,66 
4/15, 06,+9, , 36, 1,| 0.09385 4 | 191 
5/15, 06, 45 , 1,/ 0,1329 5 | 205 
6]10, 06, +14, , (36, 1,,) 0.11805 6 2.07 
710, OB, 8 , » (42, 1, | 0,14435 7 2,19 
g/10, 06,+2, , 48 , 1,| 0,17665 8 211 
9/5, 06, +28, , 27, 1,| 0,1040 9 | 207 
10/5, 06, +25, . |30 , 1.,| 01150 10 | 234 
llj10, 06,+17, , 33, 2,| 0,2531 ll | 256 
12}10, 06,714, , |386 , 2, | 0,28175 12 | 2,61 
13j;10, 06,+5, , |45 , 2, {| 0,36325 15 | 2,89 
144/10, 06,+2, , (48 , 2,| 0,3959 | 16 | 2,80 
15] 5, 06, +25, , 30, 2,| 02504 | 2 | 271 
16/5, 06, +17,5, , (|37,5, 2, | 0,33625 | 25 | 2,58 
1715, 06, +10, , 45, 2,| 040855; 30 | 276 
| OO an 

5 10 15 20 25 

Fig. 6. 


Versuchsreihe B. 
Die Temperatur betrug hier 30° konstant, alle iibrigen Bedingungen 
sind die gleichen wie unter A. 




















a | Rockstand | 

z r ae Tele: Tan- P ~e Ta 
KS Leimlésung —— ‘teat ing (im Tel ‘Leim 1 Tell ‘Lem 
a & | Mittel aus | in Amwen-  gebunden 
: | 2 Bestim- dung kamen, wurden 
2 | mungen) | 

1 | 40ccm 0,6°/,-+- 8cecmH,0O 12ccm 2%/s| " 0,0044 1 | @6 
2115 , 06, + 45, 1,| 0,13235| 5 | 206 
3}10, 06,+14, , 36, 2,/ 02700 | 12 | 270 
4/10 ,06,+5., , 45, 2,| 036605| 15 | 280 
5]10 ,06,+ 2, , 48, 2,| 03973 | 16 | 2,76 
o1rs ,.@, The eo «a me Ss| See | 6D | 2,85 
715, 06,1175, , (87,5, 2,| 0,3340 | 25 2,73 
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Hier erreicht die gebundene Menge Tannin ihren gréBten Wert 
bei Verwendung von 20 Teilen Tannin auf 1 Teil Leim (Versuch 6). 

Im ibrigen stimmen jedoch die Resultate dieser Ver- 
suchsreihe mit denen der vorherigen innerhalb der erreichbaren 
Genauigkeit iiberein, so daB der weiteren Steigerung der Tem- 
peratur um 5° keine Bedeutung beigemessen werden kann. 

Die Ergebnisse dieser Versuchsreihe ergeben graphisch 
dargestellt folgende Kurve: 


nn 


5 10 15 20 25 
Fig. 7. 


4 








Versuchsreihe C. 


Das Material ist Leim I und Tannin II, die Leimlésung war bei 
allen Versuchen frisch. 

Alle Proben wurden bis zum Abfiltrieren 30’ bei Zimmertemperatur 
belassen und Ofters umgeschiittelt. Zu jedem Versuch dienten 10 ccm 
0,5°/,ige Leimlésung, diese wurden jeweils so weit mit Wasser verdiinnt, 
da8 das Fliissigkeitsquantum immer 40 ccm betrug. 

















| 

. | Riickstand Teile Tannin,|Teile Tannin 

na } as - , . 

3s —_ _ bei 100° von die auf 1 Teiljdie von 1 Teil 
Blosee | 22° | 5°) 20cem | Leim in Leim 

Cl ie /o 0 Filtrat Anwendung} gebunden 
> com | cem| cem | g | kamen wurden 
aa 1 | 2 | +41 | 06,0019 1 | 0,92 
2} 10 2 | 2 | 00166 | 2 | 184 
3] 10 | 26 4 | 00559 | 4 1,76 
4} 10 | 24 | 6 | 01002 | 6 1,99 
5| 10 | 2 8 | 0.1454 8 | 2,18 
6} 10 20 | 10 | 01940 | 10 | 2,24 
71 10 | 18 | 2 | os | 12 | 2,49 
8} 10 | 16 | 14 | 02862 | 14 | =. 255 
9/ 10 | 16 | 15 | 0,3105 15 | 258 
10] 10 | 14 | 16 | 03297 | 16 | 281 
ll Be te 0,3778 18 2,89 
12] 10 | 10; 20 | 04210 | 20 | 316 
13] 10 5 | 2 | 06412 | 25 | —- 3,35 
4] 10 | 0 | 30 | 06678 | 30 | 3,29 





Wie ersichtlich, tritt die maximale Bindung bei dieser 
Versuchsreihe erst bei Verwendung von 25 Teilen Tannin auf 
1 Teil Leim ein (Versuch 13). 
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Die Ergebnisse der vorstehenden Reihe sind in folgendem 
Diagramm vereinigt. 





10 
Fig. 8. 


Versuchsreihe D.?) 

Das Material ist Leim II und Tannin II, die Leimlésung war frisch 
bereitet. 

Die Versuche sind bei Zimmertemperatur ausgefiihrt, zu jeder 
Probe wurden 10 ccm 0,386°/,ige Leimlésung verwendet, die Tannin- 
lésung wurde so weit mit Wasser verdiinnt, daB das Volumen iiberall 
20 ccm betrug. 





‘ F i Teile Tannin,/Teile Tannin, 
ae | Danie | Riickstand |4ie auf 1 Teil die von 1 Teil 


lésung  lésung | 4,0 bei 100° von > ar , 
diane Mang | 1,0 bi 1008 rool! ym in | Lain 
Filtrat 7 ss 


com com | ccm kamen 


a2 
a 
o 
=] 
ae 
ze .O 
Ap 
6 
ci 








10 07 9,3 0,0004 0,85 
10 08 92 0,0010 0,97 
10 | 10 | 90 0,0015 122 | 
1 | 15 | 85 0,0080 182 | 
10 20 | 80 00147 | 243 | 
1 | 25 | 75 0,0255 304 | 
| 





10 5,0 5,0 0,0700 6,08 
10 | 10,0 0 0,1840 12,15 





l 
2 
3 
+ 
5 
6 
7 
8 


2.62 


Nachstehende graphische Darstellung gibt die Resultate 
dieses Versuches wieder. 
m 
| 





-" _" 


5 10 3=s «a2 
Fig. 9. 


Es folgen jetzt noch 3 Versuchsreihen, die mit gealterter 
Leimlésung ausgefiihrt sind. Das Material ist iiberall Leim I und Tan- 
nin III. 





1) Dieser bereits im Jahre 1906 von Herrn Geheimrat Professor 
Dr. Boehm ausgefiihrte Versuch wurde mir von ihm giitigst tiberlassen. 
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Um zunichst festzustellen, ob bei Verwendung von iiberschiissigem 
Tannin die Menge des gebundenen Tannins vom Alter der Leimlésung 
abhangig ist, sind die beiden zunichst folgenden Versuchsreihen E und F 
so angeordnet, da8 nicht der TanniniiberschuB, sondern das Alter der 
Leimlésung variiert wurde. Alle Proben wurden 1" bei 25° im 
Thermostat geschiittelt. 

Versuchsreihe E. 

30 ccm 1°/,ige Tanninlésung wurden zu je 30 ccm frischer 24, 
48 und 72" alter 0,405°/,iger Leimlésung gegeben, so daB Leim und 
Tannin im Verhaltnis von 1,0 zu 2,47 stehen. 

Je 30 ccm Filtrat ergaben 0,0525, 0,0544, 0,0554 und 0,0576 g 
Trockenriickstand (im Mittel aus 2 Bestimmungen). Daraus folgt: 





Alter der Leimlésung: Frisch 245 48" 72» 
Von 1 Teil Leim gebundene Teile Tannin: 1,61 | 1,58 1,56 1,53 
Versuchsreihe F. 

30 ccm 1°/,ige Tanninlésung wurden zu je 30 ccm frischer 24 und 
725 alter 0,416°/,iger Leimlésung gegeben, Leim und Tannin stehen 
also im Verhaltnis von 1,0 zu 2,40. 

Je 30 ccm Filtrat lieferten 0,0497, 0,0517 und 0,0536 g Trocken- 
riickstand (im Mittel aus 2 Bestimmungen). Daraus ergibt sich: 





Alter der Leimlésung: Frisch | 245 72» 
Von 1 Teil Leim gebundene Teile Tannin: 1,61 1,58 1,54 

Somit léBt sich aussagen, da8 auf die Zusammensetzung des 
nicht wasserbestandigen Leimtannates das Alter der Leim- 
16sung nur von unwesentlichem EinfluB ist. 

Denn aus Versuchsreihe A (S. 474) laBt sich interpolieren, daB bei 
Verwendung von 2,5 Teilen Tannin auf 1 Teil frischen Leim annahernd 
1,6 Teile Tannin von 1 Teil Leim gebunden werden. 

Dieses Mischungsverhialtnis lag annihernd auch den obigen Ver- 
suchen mit gealtertem Leim zugrunde, in der Tat liegen auch dort 
die Ergebnisse in der Nahe des Wertes 1,6. 

Versuchsreihe G. 

Diese Reihe schlieBt sich den beiden vorigen imsofern ergaénzend 
an, als eine Leimlésung von bestimmtem Alter mit wechselndem 
Tanniniiberschusse versetzt wurde. Die Reaktionsgemische wurden 
30’ bei Zimmertemperatur belassen, 6fters umgeschiittelt und abfiltriert. 
Die verwendete Leimlésung war 48° alt. 





l , | Reok. Teile 

| | Tannin, oe 
“die auf 1g; 

| 30 ccm ‘Teil Leim Teil Leim 

| Filtrat | in An- | gebunden 
| wendung | wurden 
|_kamen__ 


15 com 0,6 °/, 45 com 1°/,, 0,1383 5 1,93 
5 , 0,6 ,, +25 ccm H,O |30 ,, 1,, | 0,1196 10 2,00 
10 ” 0,6 ” + 5 ” ” 145 ” 2 ” 0,3706 15 2.64 


Tannin- 
lésung 


Leimlésung | 


Nr. des 
Versuchs | 


| 


wrdo=— | 
neal 
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Innerhalb der erreichbaren Genauigkeit stimmen auch diese Werte 
mit den entsprechenden der Versuchsreihe A (S. 474) iiberein, so daB 
man in der Tat die Zusammensetzung des nicht wasserbestandigen 
Leimtannates als vom Alter der Leimlésung unabhingig be- 
zeichnen darf. 

Es steht dies Verhalten im Gegensatz zu dem des wasser- 
bestandigen Tannates, dessen Zusammensetzung, wie im vorigen 
Abschnitt gezeigt wurde, mit dem Alter der Leimlésung ver- 
anderlich ist. 

Das Resultat laBt sich auch so ausdriicken, daB jenseits des Grenz- 
falles, also in diesem Sinne bei einem Uberschu8 von Tannin in der 
Lésung, das Bindungsvermégen des Leims fiir Tannin von seinem Alter 
unabhingig ist. 

Es eriibrigt noch eine kurze Betrachtung iiber die Hohe des er- 
reichbaren Maximums der gebundenen Menge Tannin. 

Dazu seien von den Versuchsreihen A, B und C die Einzelwerte 
mit der gréBten Menge gebundenen Tannins zusammengestellt. 





Auf 1 Teil Leim Von 1 Teil Leim 
angewendete Teile Tannin | gebundene Teile Tannin 


Versuchsreihe 





A 15 2,89 
B 20 2,85 
C 25 3,35 





Als Durchschnittsergebnis erhilt man daraus, daB bei Verwendung 
von 20 Teilen Tannin 3,03 Teile von 1 Teil Leim gebunden werden. 

Nicht unerwaihnt mag bleiben, daB die variable Zusammensetzung 
des bei einem Uberschu8 von Tannin bereiteten Leimtannates schon 
friiher beobachtet worden ist. 

Léwenthal?) hatte eine Gerbstoffbestimmung vermittels Leim- 
lésung ausgearbeitet und schlieBt eine diesbeziigliche Verdéffentlichuug 
mit folgenden Worten: 

»lch habe wiederholt versucht, meine Gerbstoffbestimmung um- 
gekehrt zur Leimbestimmung anzuwenden, indem ich eine bestimmte 
Quantitét Leim mit einem Uberschu8 von Tannin fillte, filtrierte und 
im Filtrat den Gerbstoff bestimmte. Es scheiterten aber diese Versuche 
daran, daB bei steigender Quantitaét Gerbstoff auch der gebundene Gerb- 
stoff sich vermehrte, und zwar derart, daB ich bis heute noch kein 
Maximum feststellen konnte.* 


II. Eigenschaften des Leimtannates. 
A. Wasserbestandiges Leimtannat aus frisch bereiteter 
Leimlésung. 
Noch feucht mit Wasser iibergossen und 60 bei Zimmer- 
temperatur damit in Beriihrung gelassen, liefert ein solches 


1) Zeitechr. f. anal. Chem. 16, 33, 1877. 
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Leimtannat ein Filtrat, in dem mit Eisenchlorid- und Kalium- 
quecksilberjodidlésung Tannin und Leim nicht nach- 
weisbar sind. Digeriert man das noch feuchte Tannat 20’ 
mit Wasser von 40 bis 55°, so erweist sich das Filtrat gleich- 
falls als von nachweisbaren Spuren von Leim und Tannin 
frei. Schiittelt man aber das Leimtannat nur wenige Minuten 
mit Alkohol, so erhalt man ein stark tanninhaltiges Filtrat. 


Behandelt man ein solches Tannat fortgesetzt mit Alkohol 
von 40 bis 60° unter oftmaliger Erneuerung des Alkohols, so 
l48t sich dem Leimtannat fast simtliches Tannin entziehen. 
Digeriert man dann den verbliebenen Rest des Leimtannates 30’ 
mit wenig Wasser von 40° und engt den abfiltrierten Auszug 
bei maBiger Warme ein, so erhélt man nach einigem Stehen 
eine Gallerte, die sich bei gelindem Erwarmen zur klaren 
Fliissigkeit lost und nach dem Erkalten wieder erstarrt. 

In einem speziellen Falle gelang es, einem solchen wasser- 
bestandigen Leimtannat von der Zusammensetzung | Teil Leim 
zu 0,67 Teilen Tannin (0,086 g Leim und 0,058 g Tannin) 97,94°/, 
Tannin (0,0568 g) zu entziehen. 

Samtliche alkoholischen Ausziige enthielten allerdings etwas 
Gallusséure, die als Tannin mit in Rechnung gestellt ist. 
Da jedoch die Riickstainde der alkoholischen Ausziige in wenig 
Wasser gelést auf Zusatz von Leimlésung starke Ausflockung 
zeigten, kann man sie recht wohl als in der Hauptsache aus 
Tannin bestehend ansprechen. Andererseits l48t sich durch 
Behandeln des Riickstandes der Alkoholausziige mit Ather die 
Gallussiure kristallinisch erhalten. 


Die in diesem Falle in der oben beschriebenen Weise er- 
haltene Gallerte gab, in Lésung gebracht, alle Leimreaktionen, 
hingegen lieB sich Tannin darin nicht nachweisen. 


B. Wasserbestandiges Leimtannat aus gealterter Leim- 
lésung. 


Noch feucht mit Wasser iibergossen und 60’ bei Zimmer- 
temperatur damit in Berihrung gelassen, liefert ein solches 
Leimtannat ein Filtrat, in dem sich Leim und Tannin mit 
Kaliumquecksilberjodid- resp. Eisenchloridlésung nicht nach- 
weisen lassen. 

Biochemische Zeitschrift Band 26. 32 
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Digeriert man das noch feuchte Tannat 20’ mit Wasser 
von 40°, so enthalt das Filtrat Leim, jedoch keine nach- 
weisbaren Spuren Tannin. 

Schiittelt man ein solches Leimtannat nur wenige Minuten 
mit Alkohol, so erweist sich das Filtrat als stark tannin- 
haltig. 

Es gelingt nicht, ein wasserbestindiges, aus gealterter 
Leimlésung bereitetes Tannat in ein solches von der Zusammen- 
setzung des aus frischer Leimlésung bereiteten iiberzufiihren, 
indem man dem in Wasser suspendierten Leimtannat noch so 
viel Tannin zusetzt, als das aus frischer Leimlésung bereitete 
mehr bindet. 

Es resultiert vielmehr ein nicht wasserbestandiges 
Tannat, indem es bei Zimmertemperatur geringe, beim Er- 
warmen gréBere Mengen Tannin an Wasser abgibt. 


C. Allgemeine Bemerkungen iiber das wasserbestandige 
Leimtannat. 


Suspendiert man ein solches Leimtannat noch feucht in 
etwas Wasser und versetzt mit wenig Eisenchloridlésung, so 
farben sich die einzelnen Flocken intensiv blau, indes die 
Flissigkeit nur die schwach gelbliche Farbe des Eisenchlorids 
aufweist. Dies Verhalten ist fiir das wasserbestandige Leim- 
tannat charakteristisch. 

In Eisessig ist das frisch gefillte Leimtannat etwas, in 
verdiinnter Sodalésung hingegen rasch und vollstandig léslich. 
Fiigt man nach erfolgter Loésung sofort eine verdiinnte Saure 
bis zur schwach sauren Reaktion hinzu, so scheidet sich ein 
flockiger, aus anscheinend unverandertem Leimtannat bestehen- 
der Niederschlag ab. Das Filtrat enthalt keine nachweisbaren 
Spuren von Leim und Tannin. 

Getrocknet erweist sich das wasserbestandige Leimtannat 
nicht nur resistent gegen die Behandlung mit Wasser, sondern 
auch gegen Alkohol. 

Erwairmt man es hingegen 3" auf 100° oder laBt es 245 
in Beriihrung mit Wasser, so zersetzt es sich unter Abspaltung 
von Gallussaéure. 

Die Herstellung gréBerer Mengen wasserbestandigen Leim- 
tannates begegnet erheblichen Schwierigkeiten. 
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Zunachst ist es praktisch unausfiihrbar, zwei Lésungen, 
die miteinander in Reaktion treten sollen, momentan villig 
zu vermischen. Dies ist aber bei der Bereitung des wasser- 
bestandigen Tannates erforderlich; denn setzt man z. B. der 
Leimlésung nach und nach die Tanninlésung zu, so besteht die 
Méglichkeit, daB sich der Leim an der EinfluBstelle der Tannin- 
losung mit so viel Tannin beladet, daB es zur Bildung des 
nicht wasserbestandigen Tannates kommt. 

Ganz sicher tritt dies ein, wenn man umgekehrt der Tannin- 
lésung die Leimlésung zusetzt. 

Eine weitere Schwierigkeit besteht darin, daB das Leim- 
tannat zuweilen nicht ausflockt, sondern in so feiner Verteilung 
in der Fliissigkeit suspendiert bleibt, daB seine Isolierung auf 
keine Weise gelingt. 

Immerhin gelang es, solche bestandige Tannate einige Male 
in Mengen von 2 bis 3g (lufttrocken) herzustellen. 

An einem derselben wurde die Zusammensetzung durch 
Bestimmung des Stickstoffgehaltes kontrolliert. Die nach Kjel- 
dahl ausgefiihrte Stickstoffanalyse ergab folgende Werte: 





Leimtannat bei 100° — Meng» N | Leim 
nnd BE Soke Oe a oh 





61,81 
26,50 10,97 | 60,03 


0,2726 | 22,00 11,30 


0,3381 


Zur Berechnung des Leimgehaltes war der Stickstoffgehalt 
des zu dem Leimtannat verwendeten Leimes V ermittelt und 
zu 18,28°/, gefunden worden. 

Die Titrierung, auf Grund deren das Leimtannat hergestellt 
worden war, hatte ergeben, daB 1 Teil Leim an 0,71 Teile 
Tannin gebunden ist, woraus sich sein Leimgehalt zu 58,48°/,, 
sein Stickstoffgehalt zu 10,69°/, berechnet. 

Mit diesen Werten stimmen die durch Analyse gefundenen 
hinreichend genau iiberein. 


D. Verhalten des nicht wasserbestindigen Leim- 
tannates gegen Wasser. 

Behandelt man ein solches, bei einem Uberschu8 von 

Tannin hergestelltes Tannat noch feucht nur wenige Minuten 


mit etwas Wasser, so erhaélt man ein stark tanninhaltiges 
32* 
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Filtrat. Diese Tanninabgabe vermindert sich auch bei wochen- 
langer Behandlung mit Wasser nicht merklich. 

Nach vorherigem Trocknen wird Tannin an kaltes 
Wasser viel langsamer, an heifes Wasser reichlicher ab- 
gegeben. 

Wie das wasserbestindige Leimtannat, so wird auch das 
nicht wasserbestandige, getrocknete Leimtannat durch Erhitzen 
auf 100° oder durch laingere Einwirkung von Wasser unter 
Abspaltung von Gallussaéure zerlegt. 


E. Verhalten des nicht wasserbestandigen Leimtannates 
gegen Alkohol. 

Behandelt man ein solches Leimtannat noch feucht nur 
wenige Minuten mit Alkohol, so erweist sich das Filtrat als 
sehr stark tanninhaltig. 

In einem speziellen Falle wurde die Zerlegung eines nicht 
wasserbestandigen Tannates durch Alkohol quantitativ verfolgt. 

Das noch feuchte Leimtannat wurde mit Alkohol iiber- 
gossen und mehrere Tage hindurch mit immer neuen Mengen 
Alkohol bei 60° behandelt. 

Es gelang so, dem Leimtannat (bestehend aus 1,0 g Leim 
und 1,55g Tannin) 1,4463 g oder 93,29°/, des gebundenen 
Tannins zu entziehen. 

Allerdings fand sich in allen Alkoholriickstanden stets eine 
geringe Menge Gallussaure, die als Tannin mit in Rechnung 
gestellt ist, waihrend sich die Hauptmenge des Riickstandes als 
aus (durch Leimlésung fallbarem) Tannin bestehend erwies. 

Bemerkenswert ist, daB die letzten Reste Tannin dem 
Leimtannat auBerst hartnickig anhaften und eine vdéllig quanti- 
tative Zerlegung des Leimtannates in seine Komponenten nahezu 
ausschlieBen. 

Aus dem verbliebenen Anteil des Leimtannates konnte 
durch Behandlung mit wenig Wasser von 40° und Einengen 
des erhaltenen Auszuges eine Gallerte gewonnen werden. 

Der Trockenriickstand derselben betrug 0,0608 g, so daB 
vom vorhandenen Leim ungefaihr 6°/,, also nur wenig in Lésung 
gegangen war. 

In Wasser gelist, gab die Gallerte alle Leimreaktionen 
und zeigte starke Linksdrehung, die innerhalb 24" von —117° 
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bis — 187° anstieg, welches Verhalten, wie spiter gezeigt 
werden soll, fiir den Leim charakteristisch ist. 

Zu bemerken ist ferner, daB nur zwei wasserige Ausziige 
des verbliebenen Teiles des Leimtannates eine Gallerte lieferten. 
In den iibrigen Ausziigen fand sich zwar auch Leim oder wenig- 
stens ein leimahnlicher Kérper, die in Lésung gehende Menge 
wurde aber sehr bald auBerordentlich gering. 

Das demnach fast als unléslich zu bezeichnende Leimtannat 
bildete in diesem Stadium eine dunkelbraune, zahe, kautschuk- 
ahnliche Masse, die sich zu Faden ausziehen lieB und sich in 
Eisenchloridlésung alsbald blau farbte. 

Auch nach vorherigem Trocknen gibt nicht wasser- 
bestandiges Leimtannat Tannin an Alkohol ab, und zwar reich- 
licher als an Wasser, wie nachfolgender Versuch lehrt. 

Je 0,3 g eines solchen Leimtannates wurden mit 30 ccm 
Wasser und 30 ccm Alkohol 5" auf 60° erwarmt. 

Die Riickstande der Ausziige betrugen (bei 100° getrocknet) 
0,0075 g und 0,0200 g, stehen also im Verhaltnis von 1,0:2,67. — 

Titriert man in der eingangs angegebenen Weise eine Leim- 
lésung mit gallussiurefreiem Tannin und priift die Filtrate 
gleichzeitig mit Cyankaliumlésung auf Gallussdiure, so erweisen 
sich alle Filtrate als etwas gallussdurehaltig, mit Ausnahme 
des Filtrates des Grenzfalles. 

Es wird somit beim Zusammenbringen von wasserigen Lé- 
sungen von Leim und Tannin das letztere zu einem, wenn auch 
geringen, so doch nachweisbaren Teile zerlegt. Nur im Grenz- 
fall ist die abgespaltene Menge Gallusséure so gering, da8 sie 
sich dem Nachweis entzieht, sofern man nicht die Annahme 
macht, daB in diesem besonderen Falle die Bildung der Gallus- 
siure iiberhaupt unterbleibt. 

Das Auftreten von Gallusséure bei der Bereitung ist 
somit fiirdas nicht wasserbestandige Leimtannat charakte- 
ristisch. 

Zusammenfassung der Resultate. 

Als Hauptergebnisse der Arbeit sind hervorzuheben: 

1. Leim und Tannin lassen sich aus ihren wasserigen Lé- 
sungen quantitativ ausfallen. 

Die gleiche Menge Leim erfordert in frisch bereiteter Lé- 
sung mehr Tannin zur Fallung als in 24 Stunden alter Lésung. 











484 H. Trunkel: 


Im ersteren Falle wird 1g Leim von ungefahr 0,7 g, im 
letzteren hingegen schon von ungefaihr 0,4 g Tannin vollstandig 
niedergeschlagen. 

Diese Abnahme des Bindungsvermégens des Leims fiir 
Tannin in wasseriger Lésung ist umkehrbar insofern, als das 
Bindungsvermégen einer beliebig gealterten Leimlésung durch 
Erwarmen der letzteren wieder auf seinen urspriinglichen Wert 
gebracht werden kann. 

Werden Leim und Tannin aus ihren Lésungen quantitativ 
abgeschieden, so entsteht ein wasserbestandiges Leimtannat. 

2. Bei Gegenwart von iberschiissigem Tannin wird von 
Leim eine weitere Menge Tannin (bis zu einem Maximum von 
ungefahr 3,0 Teilen Tannin auf 1 Teil Leim) gebunden. 

In diesem Falle gibt das entstandene Leimtannat beim 
Behandeln des frisch gefallten Praparates mit Wasser unauf- 
hérlich Tannin an das letztere ab. 

3. Weder wasserbestandiges noch wasserunbestandiges Leim- 
tannat laBt sich vollstandig wieder in seine Komponenten zer- 
legen. Es gelingt aber durch anhaltende Behandlung mit 
Alkohol den beiden Leimtannaten bis zu 97°/, Tannin zu ent- 
ziehen. Aus dem noch immer tanninhaltigen Riickstande lassen 
sich nur kleine Mengen (bis zu 6°/,) unveranderten (gelatinier- 
baren) Leims wiedergewinnen. 

4. Bei andauernder Behandlung des wasserbestandigen 
sowie nicht wasserbestandigen Leimtannats mit Wasser oder 
Alkohol treten kleine Mengen Gallussaure auf. 

Es eriibrigt noch zu erértern, inwieweit die vorstehenden 
Resultate auf Grund der bisherigen Ergebnisse der Kolloid- 
chemie verwertbar sind. 

Die Fallung von Leim durch Tannin ist friher vielfach 
als Salzbildung und der Niederschlag als eine Verbindung salz- 
artiger Natur aufgefaBt worden. 

Es ist nicht zu entscheiden, inwieweit bei der Ausflockung 
resp. Niederschlagsbildung Wasserentziehung eine Rolle spielt. 
Da8 bei Einwirkung von Tannin auf Leim (besonders im Gel- 
zustand) Wasserentziehung iiberhaupt stattfindet, ist lingst 
bekannt. Ferner ist die Vermutung nicht von der Hand zu 
weisen, daB bei diesem Vorgang der Fiallung resp. Wasser- 
entziehung eine chemische Veranderung des Leims insofern 
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eintritt, als seine Léslichkeit in Wasser verandert wird. DaB 
dabei, wenn auch nur in geringem Umfange, auch das Tannin 
verandert, d. h. in Gallussiure verwandelt wird, geht aus den 
mitgeteilten Beobachtungen hervor. 

Wenngleich also die Reaktion von Tannin auf Leim nicht 
ohne chemische Veranderung der beteiligten Komponenten zu 
verlaufen scheint, so sprechen meine Versuche doch entschieden 
dagegen, daf dabei eine Verbindung salzartigen Charakters 
resultiere. 

Vielmehr stiitzen sie die Annahme, daf es sich dabei um 
physikalische Oberflachenwirkung, um Adsorptions- 
vorgange handelt. 

Gegen eine chemische Bindung spricht in erster Linie das 
verschiedene Bindungsvermégen des Leims in frischer und ge- 
alterter Lisung. 

In zweiter Linie ist zu beriicksichtigen, daB selbst das 
wasserbestandige Leimtannat durch Einwirkung von Alkohol 
rasch zerlegt wird. 

Vor allem lieB aber die so weitgehend variable Zusammen- 
setzung des nicht wasserbestandigen Leimtannates die Ver- 
mutung aufkommen, da8 es sich bei dieser Reaktion nur um 
Adsorptionsvorgange handele. 

Diese Annahme war um so berechtigter, als man neuer- 
dings festgestellt hat, daS die Bindung des Tannins durch 
Hautpulver dem Adsorptionsgesetz gehorcht.*) 

Es lag deshalb nahe, das Adsorptionsgesetz auch auf die 
Bindung des Tannins durch Leim anzuwenden. Dem be- 
gegneten jedoch einige Schwierigkeiten, iiber die nachstehend 
naheres mitgeteilt sei: 

Die bisherigen Untersuchungen des Adsorptionsvorganges 
sind in der Weise ausgefiihrt, da8 als Adsorbens ein fester, 
wohl charakterisierter Stoff (Kohle, Wolle, Seide usw.) diente. 

In unserem Falle trifft dies nicht zu, da der Leim nicht 
trocken (und durch sein Gewicht definierbar), sondern nur ge- 
lést in Reaktion gebracht werden konnte. 

Eine feste Phase war also zunachst iiberhaupt nicht vor- 
handen, sie entstand vielmehr erst im Verlauf der Reaktion 
im Moment der Ausflockung. 

1) Freundlich, Capillarchemie. Leipzig 1909. S. 531. 
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Darin liegt eine weitere Schwierigkeit insofern, als es nicht 
auszuschlieBen ist, daB sich die Oberfliche des ausgefillten 
Leims durch den Tanninzusatz in dem einen oder dem anderen 
Sinne andert, und da8 beide Komponenten auBerdem einer 
(wenn auch geringen) chemischen Veranderung unterliegen. 
Denn, wie friiher gesagt, wird der Leim wasserunléslich, wihrend 
das Tannin Gallussiéure abspaltet. 

Da konzentriertere Leimlésungen alsbald gelatinieren, konnte 
nur mit kleinen Mengen Leim gearbeitet werden, so da8 an die 
experimentelle Genauigkeit keine allzu hohen Anspriiche gestellt 
werden konnten. 

Letzten Endes ist die Bindung des Tannins durch den 
Leim nur in einem begrenzten Bereich meBSbar, némlich nur 
von dem Punkte ab, in dem alles aus der Lésung ausflockt, 
welcher Punkt im 1. Abschnitt vorliegender Abhandlung als 
,,Grenzpunkt“ geniigend definiert worden ist und den man auch 
als ,,Ausflockungspunkt“‘ bezeichnen kann. 

Unterhalb dieses Ausflockungspunktes ist kein Wert meB- 
bar, indem bei Gegenwart von iiberschiissigem Leim das Filtrat 
in iberschiissigem Leim geléstes Leimtannat enthialt, so daB 


eine Riickstandsbestimmung des Filtrates unmdglich ist. 


Deshalb konnten nur die bei Gegenwart von iiberschiissigem 
Tannin ausgefiihrten, im 1. Abschnitt beschriebenen Versuche 
in Frage kommen. 

Die nachstehenden Ausfiihrungen sollen zeigen, daB sich 
diese Versuche in der Tat im Sinne des Adsorptionsgesetzes 
verwerten lassen. 


Der Berechnung wurde als Adsorptionsformel die Exponential- 
funktion *) 


zugrunde gelegt. In dieser Formel bedeutet x die adsorbierte Menge, 
¢ die Gleichgewichtskonzentration und m die adsorbierende Menge, 
wahrend § und p von der Natur des geliésten Stoffes abhingige Kon- 
stanten sind. 

Fiir das Adsorbens m pflegt man das. Gewicht desselben in die 
Rechnung einzufiihren. Aus schon erwahnten Griinden ist das fiir den 


1) Freundlich, Uber die Adsorption in Lésungen. Habilitations- 
schrift, Leipzig 1906, S. 10. 





Uber Leim und Tannin. 487 


Leim nicht angingig. es muBte also m fiir eine Versuchsreihe konstant 
gewahlit werden, da es dann aus der Rechnung herausfallt. 

Dieser Voraussetzung war die Anordnung der in Abschnitt 1 mit- 
geteilten Versuche von vornherein insofern angepaBt, als entweder in 
den einzelnen Versuchsreihen iiberall ein konstantes Volum einer Leim- 
lésung von gleichbleibender Konzentration Verwendung fand, oder 
als bei Versuch A, B und G, wo bei gleichfalls konstantem Gesamt- 
volumen Leimlésungen von verschiedener Konzentration Verwendung 
fanden, die einzelnen Beobachtungen auf die gleiche Einheit gelésten 
Leims umgerechnet wurden. 

Den Berechnungen sind die Versuchsreihen A, B, C, D und G 
(S. 474, 475, 476, 477) zugrunde gelegt. Wie schon gesagt, ist in Ver- 
suchsreihe A, B und G die Menge des Leims variabel, so daB sich eine 
Umrechnung nétig machte. Die in diesen drei Versuchsreihen erhaltenen 
Resultate wurden dadurch verwertbar gemacht, da iiberall 0,03 g Leim 
in 60 ccm Gesamtvolumen als Einheit angenommen wurde, die Resultate 
der Versuche, zu denen mehr Leim verwendet worden war, muBten 
also durch entsprechende Division verkleinert werden. 

In den folgenden Tabellen sind die auf diese Weise ermittelten 
Daten zusammengestellt. 

@ bedeutet darin die Anfangskonzentration, c die Gleich- 
gewichtskonzentration des Absorbendums und x die gebundene Menge 
Tannin. Auf welche Weise der fiir x ,,berechnete‘*‘ Wert gefunden wurde, 
soll spiter angegeben werden. 


Tabelle zu Versuchsreihe A von S. 474.!) 


Leimkonzentration: 0,05°/,. §==0,1000. : = 0,2493. 








Versuch | a in %/, 


ce in °%/, x beob. in g | x ber. in g 
0,05 0,0018 0,0289 |  0,0229 
0,10 0,0227 0,0464 0,0417 
0,0670 0,0498 0,0525 
0,1043 0,0574 0,0589 
0.1477 0,0614 0,0646 
0,1967 0,0620 0,0676 
0.2405 0,0657 | 0,0708 
(10) 0,3833 0,0700 0.0794 
(11) Y 0,4218 0,0769 0,0813 
(12) ‘ 0,4695 0,0783 0,0832 
(13) ; 0,6005 0,0868 0,089 1 


KOO AUrwde 





-_— 


1) Versuch 8 und 9 sind von der Tabelle S. 474 nicht mit tiber- 
nommen worden, da sie sicher falsche Resultate aufweisen und hier das 
Gesamtergebnis ungiinstig beeinflussen wiirden. Soweit die Versuchs- 
nummern nicht mehr iibereinstimmen, sind die alten Nummern in Paren- 
these beigefiigt. 
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Tabelle zu Versuchsreihe B von 8S. 474. 
Leimkonzentration: 0,05°/,. §—0,0794. 5 = 01228. 











~ Versuch | a in % | cin % | x beob. in g| x ber. in g 








005 | 0,018 0.0289 | 0,0389 
025 | 01470 00618 | 0,0645 
0,60 04650 | 00810 | 00741 
075 | 06100 | 00840 | 0,0759 
080 | 0,6621 | 0.0827 | 00759 
100 | 08575 | 00855 | 00776 


Tabelle zu Versuchsreihe C von S. 475. 


Leimkonzentration: 0,125°/). 80,1288. : = 0,3249. 








Versuch | ain %/, | cin % | x beob. ing | x ber. ing 














0,125 0.0095 | 0,0462 0,0302 
0,250 0.0830 | 0.0668 0,0589 

| 0.2795 0,0882 0,0871 
0.0996 | 0,1023 
0.10922 | 01148 
0,1120 0,1259 
0.1244 | © 0,1349 
| 01413 
| 0.1445 
01406 | 0.1479 
0.1444 | 0.1549 


0,5010 
0,7270 
0,9700 
1,1890 


SCBA r WH 


1,875 1,5525 
2,000 1,6485 
2,250 1,8890 
2,500 2,1050 | 0,1580 
3,125 2,7060 0,1676 


Tabelle zu Versuchsreihe D von §S. 476. 


Leimkonzentration: 0,1930°/,. 8 = 0,0955. : = 0,2126. 


0,1290 


| 
| 
| 
114310 | 0,1276 


0,1622 
0,1738 











~ Versuch | a in %/, c in %/, | x beob. in g | x ber. in g 


| 0,0309 
0,1875 0.0100 | 0,0355 | 0,372 
0.2345 0.0150 00439 | 0,0407 
0.3520 0.0800 0.0544 | —0,0569 


0.1640 | 0,0040 0,0320 


0,4690 01470 | 0,064 0,0644 
05865 02550 | 0,0663 0,0724 
11725 | 07000 | 0,0945 0,0891 
23450 | 18400 | 0,1010 0,1070 


Tabelle zu Versuchsreihe G von S. 477. 


Leimkonzentration: 0,05°/,. == 0,0902. 5 = 0,3153. 





SIDA wl 





0 |x beob. ing | x ber. ing 








0.1537 | 0,0578 0,0513 
0,3987 0,0608 0,0676 
0,6177 0,0794 0,0776 
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Zur Erliuterung dieser Tabellen ist zu bemerken: die oben ange- 
fiihrte Exponentialfunktion 
1 
= : 
——=f-.qP 
m die 


ergibt durch Logarithmieren (unter Weglassung von m): 
log x = log f +- * loge. 


Dies bedeutet die Gleichung einer Geraden, die auf der log x-Achse 
das Stiick log # abschneidet und mit der log c-Achse den Winkel 


1 
tang — bildet. 
7 Pp 


Um aus den Versuchsdaten die Gerade zu konstruieren, trigt man 
zunachst in ein rechtwinkliges Koordinatensystem die Logarithmen (es 
wurden dekadische Logarithmen verwendet) der c- und x-Werte ein. 

Aus diesen experimentell ermittelten Punkten konstruiert man 
weiter die ausgeglichene Gerade in der von Freundlich’) ange- 
gebenen Weise. 

Die Strecke zwischen dem Schnittpunkt dieser Geraden mit der 
x-Achse’ und dem Nullpunkt ergibt unmittelbar den Wert fiir log 2, 
wihrend man die ,,berechneten“ x-Werte durch graphische Interpolation 
erhalt. 

Die den fiinf obigen Tabellen entsprechenden Kurven mégen hier 
folgen, die Fig. 10 bis 14 veranschaulichen die Beziehung zwischen x 
und c und die Fig. 15 und 16 die Beziehung zwischen log x und log c. 


0,2 
i) 0,1 ae 
x aw ence m7 a" - ; 
0 0,5 0 0,5 0,9 





c c 
Fig. 10 (Versuch A). Fig. 11 (Versuch B). 





Fig. 12 (Versuch C). 











05 1,0 15 
Fig. 13 (Versuch D). 


1) Freundlich, Uber die Adsorption in Lésungen. Habilitations- 
schrift, Leipzig 1906, S. 11. 














Crea ae 








490 H. Trunkel: 





0,2 
0,1 
x 
0 0,5 0,7 


Fig. 14 (Versuch G). 
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Fig. 15 (Versuche A und B). 
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Fig. 16 (Versuche C, D und G). 








Wie ersichtlich haben die Kurven der logarithmischen 
Werte in der Tat annahernd die Gestalt von Geraden, wenn- 
gleich die Abweichungen gréBer sind als bei den Versuchen, 
die von anderer Seite mit Kohle oder einem anderen festen 
Adsorbens angestellt worden sind und eine viel gréBere experi- 
mentelle Genauigkeit erméglichten. 

Diese Abweichungen kommen auch in den obigen fiinf 
Tabellen zwischen den beobachteten und berechneten 
Werten fiir x recht merklich zum Ausdruck. Beriicksichtigt 
man jedoch die zahlreichen Fehlerquellen, mit denen aus oben 
erdrterten Griinden diese Versuche behaftet sind, so werden 
diese Differenzen verstindlich, so daB also diese Versuche be- 
ziiglich der Giiltigkeit der Adsorptionsformel als beweisend an- 
gesehen werden diirfen. 

Dafiir sprechen auch einige andere Umstande. 


ne an, SL a 














Uber Leim und Tannin. 491 


Freundlich’) fand, daB die Geschwindigkeit der Gleichgewichts- 
einstellung (z. B. im System Blutkohle — wasserige Essigsaiurelésung) 
auBerordentlich groB ist und daB der Temperaturkoeffizient als sehr 
gering angesehen werden kann. Beides trifft auch fiir das vorliegend 
studierte System Leim — Tannin (in wasseriger Lisung) zu, wie aus den 
Versuchsdaten im Abschnitt 1 zur Geniige hervorgeht. 

Des weiteren hat Freundlich®) gefunden, daB die Konzentration 
in der Lésung (c) und die Konzentration an der Oberfliche des Ad- 
sorbens (x) nicht proportional sind, da8 vielmehr die Anderungen von 
x nur klein, die von c hingegen sehr gro8 sind. D. h. mit anderen 
Worten, da8 aus verdiinnten Lésungen relativ viel, aus konzentrierten 
relativ wenig adsorbiert wird. Dies Verhalten, das man als typisch fiir 
die Adsorption bezeichnet hat, zeigte sich deutlich auch bei den vor- 
liegenden Versuchen. Dies lehrt ein Einblick in die obigen 5 Tabellen 
sowie die Betrachtung der Kurven in Fig. 10 bis 14, die das Verhiltnis 
von x:c (den Adsorptionskoeffizienten) wiedergeben. 

In den logarithmischen Diagrammen auBert sich diese Erscheinung 
dadurch, daB die Ordinaten (log x) nur wenig, die Abszissen (log c) hin- 
gegen in betrichtlich gréBerem MaBe variieren. 

Des weiteren sei noch auf einen Umstand hingewiesen, der 
gleichfalls die Bindung des Tannins durch den Leim als eine 
Adsorptionserscheinung dokumentiert. 

Es ist bekannt,*) da8 die Adsorption in organischen Lé6- 
sungsmitteln sehr viel geringer ist als in Wasser, welchen Um- 
stand man dazu benutzen kann, um adsorbierte Stoffe wieder 
von der Oberfliche eines Adsorbens zu entfernen. So laBt sich 
z. B. eine Kristallviolettlésung durch Kohle vdllig entfarben, 
gieBt man dann das Wasser ab und gibt Alkohol zu, so farbt 
sich dieser sofort tiefviolett. 

Oben ist nun schon einmal darauf hingewiesen worden, 
daB selbst das wasssrbestandige Leimtannat durch Alkohol 
rasch zerlegt wird, indem es an diesen Tannin abgibt. 

Dies wasserbestandige Leimtannat hatte noch am ehesten 
Anspruch gehabt, als chemische Verbindung zu gelten; wie aus 
dem eben Gesagten hervorgeht, besteht jedoch eine so weit- 
gehende Analogie mit den an anderen Stoffen studierten Ad- 
sorptionserscheinungen, da8 das Vorliegen einer wirklichen che- 
mischen Verbindung als ausgeschlossen betrachtet werden darf. 


1) Freundlich, Uber die Adsorption in Lésungen. Habilitations- 
schrift, Leipzig 1906, 8, 8 und 43; 

2) Ibid. S. 93. 

*) Freundlich, Kapillarchemie. Leipzig 1909. S. 161, 
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Aber auch noch aus einem anderen Grunde spricht diese 
Zerlegung des Leimtannates durch Alkohol fiir eine Adsorp- 
tionserscheinung. Wie im 2. Abschnitt angedeutet wurde, ist 
die Geschwindigkeit der Tanninabgabe anfangs sehr betricht- 
lich, wahrend sie spaéter asymptotisch abnimmt, ohne daB es 
moglich ware, dem Leimtannat die letzten Spuren Tannin zu 
entziehen. 

Das ist aber das gleiche Verhalten, das man schon an 
anderen Adsorptionsvorgingen beobachtet hat.*) 


Zuletzt sei noch darauf hingewiesen, daB auch die fiir : gefun- 


denen Werte von der GréBenordnung sind, die nach den bisherigen 
Untersuchungen diesem Exponenten zukommt. Es hat sich gezeigt,*) 


daB die Werte fiir . zwischen 0,1 und 0,5 liegen, was im vorliegenden 


Falle in der Tat auch stattfindet. 
Untereinander stimmen die fiir 5 ermittelten Werte allerdings nur 
zum Teil iiberein, wahrend man vielleicht einen konstanten Wert hatte 


erwarten kénnen. 
Denn aus den Untersuchungen von Freundlich*) und anderen 


hat sich ergeben, daB jedem Stoff ein bestimmter Wert fiir zukommt. 


Die obigen 5 Versuchsreihen zeigen jedoch, daB - von der Versuchs- 
anordnung (Anzahl der beobachteten Punkte, Wahl der Anfangskonzen- 
tration des Adsorbendums) abhingig ist. 

Somit finden sich im wesentlichen alle allgemeingiiltigen 
GesetzmaBigkeiten der Adsorption an der Reaktion von 
Tannin auf Leim bestiatigt, so daB der dlteren Annahme 
einer rein ,,chemischen‘‘ Reaktion zwischen den beiden Kolloiden 
kein Anspruch auf Berechtigung mehr zuerkannt werden kann. 

Die erhaltenen Resultate kénnen daher hier nochmals dahin 
zusammengefaBt werden, da8 die Faillung des Leims durch 
Tannin den Adsorptionserscheinungen zuzurechnen ist 
und daB8 die dabei auftretenden ,,chemischen“ Reaktionen 
untergeordneter Art, bei dem Charakter der beteiligten 
Stoffe aber recht wohl verstandlich sind. 

1) W. Ostwald, GrundriB der Kolloidchemie. Dresden 1909. S. 413. 


*) Freundlich, Kapillarchemie. Leipzig 1909. S. 149. 
*) Ibid. S. 150. 








Uber das optische Drehungsvermégen des Leims. 
Von 
Hans Trunkel. 
(Aus dem pharmakologischen Institut der Universitat Leipzig.) 
(Eingegangen am 9. Mai 1910.) 
Mit 7 Figuren im Text. 


Die Linksdrehung des Leims ist bisher wenig untersucht 
worden, es finden sich, soweit mir bekannt, in der Literatur 
nur drei darauf beziigliche Arbeiten. 

De Bary?*) untersuchte die Drehung von Gelatine und Hausen- 
blase und gibt fiir die Abhingigkeit der Drehung von der Temperatur 
folgende Zahlen an: 





Gramm Substanz ‘Spezifische Drebung, _ Temperatur 
G rad rad 














in 100 ccm 
6.12 — 123.0 35—40 
6,12 — 130.0 24—25 
3,06 — 125.0 35 
3,06 — 130.5 24—25 
1,53 — 130.5 | 30 


Die zwei weiteren Arbeiten sind Untersuchungen iiber das Drehungs- 
vermégen des $-Leims. 

Kriiger*) gab als Novum fiir den £-Leim an, daB beim Ubergang 
von a-Leim in f-Leim die spezifische Drehung betrichtlich heruntergeht, 
von — 167,5° auf — 136°. 

Framm) untersuchte den Einflu8 der Konzentration am £-Leim 
und gibt folgende Zahlen an: 





Renswnivction: 5%, | 49/, | 39), 20/, 19/, 
Spezifische Drehung: | — 120,7° | — 118,1°| — 117,6°| — 114,0°, — 113,79 


1) Hoppe-Seylers Medizinisch-chemische Untersuchungen 1, 71, 
1866. 

2) Malys Jahresberichte iiber die Fortschritte der Tierchemie 
1889, 29. 

3) Arch. f. d. ges. Physiol. 68, 144, 1897. 
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Wie spater gezeigt werden wird, sind alle diese Resultate 
nicht einwandfrei. Die Drehung des Leims ist in komplizierter 
Weise abhingig von mehreren Faktoren, eine exakte Unter- 
suchung des Drehungsvermégens ist nur unter Einhaltung be- 
sonderer VorsichtsmaBregeln méglich. 

Vor Wiedergabe der diesseits erhaltenen Resultate mégen 
aus diesem Grunde einige Bemerkungen iiber die notwendigen 
Vorbedingungen und iiber die Art der Ausfiihrung dieser Unter- 
suchungen Platz finden. 

Da triibe Leimlésungen zur Polarisation nicht brauchbar 
sind, wurden klare Lésungen auf folgende Weise hergestellt. 

Der Leim wurde nach gutem Quellen mit der erforderlichen 
Menge Wasser 6—8" einer Temperatur von 80° ausgesetzt, die 
Lésung durch doppeltes, glattes, gehartetes Filter filtriert und 
in vollig gefiillten, sterilisierten Glasstépselflaschen aufbewahrt, 
die mit Lauge und Siaure behandelt und in bekannter Weise 
gedampft worden waren. 

So bereitete Lésungen zeigten héchstens im auffallenden 
Lichte minimale Opalescenz. 

Bei Lésungen von ungefahr 1°/, Leimgehalt ab ist der 
Erfolg unsicher, und damit hiaingt es einerseits zusammen, 
daB sich exakte Untersuchungen nur mit Lésungen bis zu 
ungefihr 0,8°/, Leimgehalt ausfiihren lieBen. Andrerseits 
bedingt bei Lésungen von héherer Konzentration die Eigen- 
farbe des Leims eine Gelbfarbung, die eine optische Messung 
von der erforderlichen Genauigkeit ausschlieBt. 

Erhitzt man die Lésungen vor der Beobachtung héher und 
langer, oder wahlt die Beobachtungstemperatur héher als 15°, 
so liegen die Verhaltnisse etwas giinstiger. 

Wie spater gezeigt werden wird, bedingt langeres vorheriges 
Erwarmen (auch schon 6 bis 8stiindiges Erwirmen) eine dauernde 
Herabsetzung der Linksdrehung, dies ist bei allen auf obige 
Weise bereiteten Lésungen zu beriicksichtigen. 

Da jedoch nur kurze Zeit erwarmte Leimlésungen zufolge 
alsbald eintretender Undurchsichtigkeit jede Beobachtung aus- 
schlieBen, muBten die meisten Lésungen in obiger Weise her- 
gestellt werden. 

Der Gehalt der Leimlésungen ist fiir bei 100° getrocknete 
Substanz angegeben. Das spezifische Gewicht wurde mittels 
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Pyknometers bei der Beobachtungstemperatur, falls diese variabel, 
bei 15° bestimmt. 


Im letzteren Falle erfolgte die Berechnung der spezifischen Drehung 
fiir alle Temperaturen unter Zugrundelegung des fiir 15° ermittelten 
spezifischen Gewichtes, unter Vernachlissigung des dadurch bedingten 
kleinen Fehlers. 

Um alle Beobachtungen untereinander vergleichen zu kénnen, 
wurden alle Untersuchungen mit dem gleichen Material ausgefiihrt. Alle 
Messungen sind mit einem modernen Polarisationsapparat von Schmidt 
und Hiansch (Berlin) bei Natriumlicht und unter Verwendung eines 
Kaliumbichromatfilters ausgefiihrt. 

Fast alle Drehungswerte sind als Mittel aus 6 Einzelablesungen 
angegeben. 

Die meisten Beobachtungen sind mit einem Rohr von folgender 
Einrichtung ausgefiihrt. 

Um ein innen auf galvanischem Wege vergoldetes Metallrohr vom 
fiir Polarisationsréhren iiblichen Durchmesser und 200 mm Lange ist 
nach Art des Liebigschen Kiihlers ein Metallmantel gelegt mit Zu- und 
AbfiuBrohr fiir das Wasser. 

In der Mitte ist senkrecht zur Lingsachse ein Rohr eingelassen, 
das durch den Kihler hindurch bis zum inneren, zur Aufnahme der 
Fliissigkeit bestimmten Rohre reicht, so daB das Thermometer dauernd 
mit der Untersuchungsflissigkeit in Beriihrung bleiben kann. 

Indem man das Thermometer mit einem einfach durchbohrten 
Kautschukstopfen auf die lotrechte Réhre aufpaBt, erreicht man den 
im Interesse der Haltbarkeit der Lisungen erwiinschten hermetischen 
Verschlu8. 

Da die Erwarmung oder Kiihlung mit Wasser standige Beobachtung 
verlangt, wurde nur mit Wasser gekiihlt, das Erwairmen hingegen auf 
elektrischem Wege ausgefiihrt. 

Zu diesem Zwecke ist iiber dem Mantel des Rohres eine isolierte 
Wickelung von Konstantanwiderstandsdraht angebracht, die in zwei 
Klemmsohrauben auslauft, die mit der Starkstromleitung verbunden werden. 

Durch Einschalten eines regulierbaren Vorschaltwiderstandes kann 
bei selbsttatiger Regulierung durch ein in die lotrechte Réhre eingesetztes 
Kontaktthermometer jede Temperatur konstant erhalten werden. Be- 
dingung ist nur, daB diese Temperatur iiber der Zimmertemperatur liegt. 
Die Kontrolle erfolgt durch jedesmalige Ablesung der Temperatur. 

Magnetische Polarisation konnte, wie Versuche mit optisch inaktiven 
Fliissigkeiten zeigten, nicht beobachtet werden, was bei der kurzen ein- 
maligen Wickelung durchaus zu erwarten stand. 


Umstehende Abbildung (Fig. 1) veranschaulicht dieses, 
fiir den vorliegenden Zweck eigens im Institut hergestellte 
Beobachtungsrohr, der besseren Sichtbarkeit wegen auf einem 


kleinen Polarisationsapparat. — 
Biochemische Zeitschrift Band 26. 33 
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Der bisherige Stand unserer Kenntnis ist kurz dahin zu- 
sammenzufassen, da8B die spezifische Drehung mit der 
Temperatur variabel ist und da8 anhaltend auf 100° erhitzter 
Leim (f-Leim) ein geringeres Drehungsvermégen besitzt 
als gewohnlicher a-Leim. 

Es stellte sich bei der Untersuchung sehr bald heraus, 
daB die Verhialtnisse der optischen Aktivitat von Leimlésungen 
ziemlich verwickelte sind. 














Fig. 1. 


Um das umfangreiche Material meiner Beobachtungen dem 
Leser in seinen Resultaten iibersichtlich darzustellen, will ich 
die wesentlichen Punkte im einzelnen besprechen und dabei auf 
die im Anhang zusammengestellten Versuchsprotokolle als Belege 
hinweisen. 


1. Die optische Aktivitaét einer Leimlésung ist (mit der unter 
Punkt 2) angefiihrten Ausnahme) bei konstanter Beobachtungstemperatur 
mit der Zeit veranderlich, in dem Sinne, daB eine in der Warme 
frisch hergestellte Lésung, nachdem sie sich auf die Temperatur von 
10 bis 15° C abgekiithlt hat, bei der betreffenden Temperatur nicht 
etwa sofort eine konstante Drehung aufweist, sondern eine (von den 
unten naher zu bezeichnenden Umstinden abhangende) verschieden 
lange Zeit braucht, ehe mit dem Maximum der Drehung Konstanz 
erreicht ist. 
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Die Zeitwerte fiir den Eintritt des Drehungsmaximums variieren 
in den Grenzen von 12 bis 120° (vgl. Spalte 5 nachfolgender Zusammen- 
stellung), die Zunahme der Ablenkung kann etwas mehr betragen 
als die zu Beginn beobachtete, so daB die konstante maximale Drehung 
das Doppelte der anfanglichen iberschreitet. Das 21/,fache der 
urspriinglichen Ablenkung erreichte die maximale Drehung in keinem 
Falle, wie aus Spalte 6 und 7 nachfolgender Zusammenstellung er- 
sichtlich ist. 























1. 2. 3. 4. 5. eis 8. 
Be- Nach wieviel | } 
Vorheriges obach- | ‘ Anfangs- Zu- : 
Proto: [Ronen] Erwarmen | tongs” haste’ mast Mert end | Tahme yen 
Hohe oneier = — wert b_ Drehung} a 
oy, Dauer Grad Grad erreicht? | (b—a) | 
a b 
1a | 0,57 |9"30'| 80 | 15 69" 153—248| 95 | 1,62 
b | 029 | 4p 136—234) 98 | 1,72 
2a | 055 )7"30'| 80 | 15 44> 139—259 120 | 1,86 
b | 027 65°30’ | 148—257) 109 | 1,74 
3a | 053 17°30} 80 | 15 41°30 | 124—256| 132 | 2.07 
b | 028 41°30  111—239) 128 | 215 
4a | 0471/7530'| 80 | 15 | 47530 122-261; 129 | 2.06 
b | 0.24 | 47230 102—217/ 115 | 213 
5 0,40 5’'| 60 | 15 | 12% 202—303/ 101 | 1,50 
6 0.42 |8*20’| so | 15 94945’ | 105—246 141 | 234 
7a | 04517"30'| 80 | 20 71°30’ | 144-229) 85 | 1,59 
b | 022 | 89230’ | 123-202 79 | 1,64 
8a | 04817°30'| 80 | 20 745 144—210| 66 | 1,46 
b | 0,25 | 71"30 =: 128—196| 68 | 1,53 
9 0,76 |7"30’| 80 | 20 66" 141—243 102 | 1,72 
10a | 04717°30'| 80 | 25 113530 | 112—162) 50 | 1,45 
b | 023 119°30 (102—150; 48 | 1,47 
lla | 0481]7"30' 80 | 25 113°30 (131—158 27 | 121 
b | 0,24 | 65530’ |121—142;) 21 | 1417 
12 0.9017"30 80 | 25 | 90» |157—191| 34 | 1,22 
13a | 043}7°30 80 | 25  113"30’ |130—173, 43 | 1,33 
b | 0,45 5’, 80 | 25 65°30 | 140—202) 62 | 1,44 


Die Zeitwerte fiir den Eintritt der maximalen Ablenkung sind 
einerseits um so kleiner, je niedriger die Beobachtungstemperatur 
ist, andrerseits um so gréBer, je langer und héher die Lésung vor 
der Beobachtung erwairmt wurde. 

Zu der ersten Beziehung wolle man die vorstehende Tabelle ver- 
gleichen. In ihr sind die Versuchsprotokolle nach steigender Be- 
obachtungstemperatur geordnet. Berechnet man aus allen fiir eine 
Temperatur angefiihrten Zeitwerten das Mittel, so ergibt sich, daB bei 
den Beobachtungstemperaturen 15°, 20° und 25° der Zeitwert 50" 30’, 
745 30’ und 97°30 betrigt. Es stehen also die Beobachtungstempe- 
raturen im Verhiltnis von 3:4:5, die Zeitwerte annahernd im Verhiltnis 
von 2:3:4, 

Die zweite der obigen Beziehungen sei durch einige Beispiele er- 
lautert. 

33* 





ee 
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Eine 8" 20’ auf 80° erwarmte Leimlésung (Protokoll 6) erreichte 
die maximale Ablenkung nach 945 45’, eine 5’ auf 60° erwirmte Lésung 
hingegen schon nach 12" (Protokoll 5). 

Von zwei anderen Lésungen wurde die eine 7" 30’, die andere nur 
5’ auf 80° erwirmt. Die zugehérigen Zeitwerte sind 113" 30’ und 65" 30’. 
(Protokoll 13a und b.) 

2. Wird die Untersuchung bei der konstanten Temperatur von 

30° vorgenommen, so erhalt man 
300° - schon von Anfang an annahernd 
“ konstante Ablenkungen. 
Man wolle hierzu die Proto- 
kolle 14 bis 17 sowie die Fig. 3 
und 7 vergleichen. 
3. Die Héhe des erreich- 
baren Maximums der Links- 
drehung, bei dem unter den sub 1 
und 2 angefiihrten Bedingungen 
Konstanz eintritt, ist abhangig: 
a) von der Lange der Zeit, 
wahrend der die untersuchte Leim- 
lésung vor der Beobachtung erhitzt 
200° | wurde und von der Héhe der 
dabei angewandten Tem peratur, 
b) von der Beobachtungs- 
temperatur, 
c) von der Konzentration 
der Leimlésungen, 
d) von unbekannten Eigen- 
schaften des Leims. 
ad a: Eine 5’ auf 60° er- 
warmte Leimlésung (Protokoll 5) 
erreichte eine maximale Ablen- 
kung von 303°, eine 8 20’ auf 80° 
erwirmte Lésung dagegen eine 
maximale Drehung von nur 246° 


150° | 


p[«} 
100° tt 
0 10 20 30 40 50 60 70 80°C. (Protokoll 6). 


, : Ferner betrug das Drehungs- 
Fig. 2 (zu der Tabelle von S. 499 bis 500). i num einer nur 5’ auf 80° er- 


Abhangigkeit des Drehungsmaximums warmtenLeimlésung 202°, daseiner 

von der Temperatur. 7 30/ auf 80° erwarmten Lésung 

abernur173°. (Protokoll 13a u. b.) 

ad b: Je niedriger die Beobachtungstemperatur ist, um so 

héhere Werte erreicht das Maximum. Man wolle dazu die Fig. 2 und 3 
vergleichen; 

Die Bedeutung der Fig. 3 ist ohne weiteres zu erkennen, wahrend 

zu Fig. 2 zu bemerken ist, daB sie auf Grund nebenstehender Tabelle, 
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in die die absolut héchste Drehung jeder Versuchsreihe fiir die einzelnen 
Beobachtungstemperaturen eingetragen ist, angefertigt wurde. Zur Ver- 
gleichung mit den zugehérigen Protokollen ist in dieser Tabelle jedem 
Wert die Protokollnummer in Parenthese vorangesetzt. 


15° (0,53°/,) 
250° L 


15° (0,28%,) 


20° (0,45°/.) 


20° (0,22°/) 






+ 25° (0,47°/,) 





150° 
25° (0,23°/) 


inane 





100° 





Qn 50" 100® 140° 
Fig. 3 (Protokoll 3, 7, 10 und 15). 


Abhangigkeit der Drehung von der Beobachtungstemperatur, 
Konzentration und Zeit. 


Tabelle zu Fig. 2. 





: 5° =| = 10S | Ss§0 20° 25° 30° 
(22)299 (22) 278 (1) 248 (7)229 = (13)173. (14) 1311 
(21)294 | (21) 274 (1) 234 (7)202  (13)202 (14) 135 

(2) 259 (8)210 (10) 162 | (15) 127 
(2) 257 (8)196 | (10)150 | (16) 143 
(3) 256 (9) 243 (11) 158 | (17) 146 


(3) 239 (11) 142 | 
4) 251 (12) 191 | 
( | 
(5) 303 | 
(6) 246 





292° | 276° 251° | 216° 168° | 136° 








OI ee 





500 H. Trunkel: 


























35° 40° 55° 65° 75° 
(18)100 | (18) 97 | (18)106 (18) 102 (18) 100 
(19) 133 (19) 128 | (19)125 | (19)127 | (20)131 
(20) 145 (20) 128 (20) 123 (20) 130 

126° 118° =| = 118° 120° 116° 


! 


ad c: Von der Konzentration der Leimlésungen hingt das 
Drehungsmaximum insofern ab, als konzentriertere Lésungen fast 
ausnahmsios ein hdheres Maximum erreichen als weniger konzen- 
trierte. 

Die Versuche konnten in diesem Punkte wegen der Grenzen der 
Durchsichtigkeit (vgl. oben) nicht in der gewiinschten Ausdehnung variiert 
werden. 

Wurden jedoch zwei an sich wenig konzentrierte Leimlésungen 
nebeneinander beobachtet, von denen die eine annihernd die halbe 
Konzentration der anderen besaB, so zeigte die weniger konzentrierte 
Lésung ein niedrigeres Maximum. (Die einzige Ausnahme machen 
die Lésungen von Protokoll 14.) 

Bei 20°, 25° und 30° als Beobachtungstemperatur konnten einige 
Lésungen von héherer Konzentration fiir sich untersucht werden, die 
Ergebnisse bestatigten den besagten Einflu8 der Konzentration. 

Man vergleiche zu vorstehendem die Fig. 3, 4, 5 und 6 sowie 
folgende Zahlenwerte: 








Beobachtungstemperatur 15° Konzentration: | Maximum: 


























% Grad 
Protokoll 1 (a und b) 0,57 248 
0,29 | 234 
Protokoll 2 (a und b) 0,55 259 
0,27 257 
Protokoll 3 (a und b) 0,53 | 256 
| 0,28 239 
Protokoll 4 (a und b) 0,47 251 
0,24 217 

Konzentration:| Maximum: 

0 : 
Beobachtungstemperatur 20 | o/, | Grad 
Protokoll 7 (a und b) 0,45 229 
0,22 202 
Protokoll 8 (a und b) 0,48 210 
| 0,25 196 
Protokoll 9 0,76 243 
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Beobachtungstemperatur 25° | ae ey | Ty 
Protokoll 10 (a und b) 0,47 | 162 
0,23 | 150 
Protokoll 11 (a und b) | 0,48 158 
0,24 142 
Protokoll 12 0,90 191 
Konzentration: | | Mesimums 
bachtungste tur 30° | 7 
Beobachtungstemperatur | o/ | Grad 
-——-Protokoll 15 0,48 127 
Protokoll 16 0,79 143 
Protokoll 17 1,49 146 


ad d: UnbekannteEigen- 
schaften des Leims beein- 
flussen das Drehungsmaximum 250° } 0,47°/9 
insofern, als verschiedene Pri- 
parate gereinigten Leims, ja 
selbst aus einem und dem- 
selben Priaparate hergestellte 0,24°/, 
Lésungen niemals innerhalb 
der Fehlergrenze identische 200° 
Drehungsmaxima  aufweisen. 
Z. B. erreichten zwei unter 
analogen Bedingungen (nur die 
Konzentrationen differieren um 
0,01°/,) beobachtete Lésungen 
(Protokoll 2b und 3b) das 
Drehungsmaximum bei 257° 150° 
resp. 239°, so daB sich eine 
Differenz von 18° ergibt, fiir 
die die Versuchsbedingungen 
keine Erklirung zulassen. 

4. Das erreichbare Mini- 
mum der Linksdrehung ist 








abhingig von der Beobach- 100° . ” 
tungstemperatur und stellt sich o 50* 70 
annahernd schon bei 30 Fig. 4 (Protokoll 4). 


bis 35° C ein; héhere Tempe- Einflu8 der Zeit und Konzentration bei 
; raturen (bis 80°) bewirken der konstanten Beobachtungstemperatur 
keine wesentliche Abnahme von 15°. 
der Drehung mehr. 
Z. B. betrug in einem Falle (Protokoll 18) die Ablenkung sowohl 
bei 35° als auch bei 75°C 99,9°, in einem anderen Falle (Protokoll 19) ist 
die Drehung bei 35°C nur um 5° héher als bei 80° C. (133,3° und 128,3°.) 
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250° 
0,76°/o 


200° 





150° 








oO 50" 100® 140° 


Fig. 5 (Protokoll 8 und 9). 
Einfiu8 der Zeit und Konzentration bei der konstanten 
Beobachtungstemperatur von 20°. 


ee ee lie 


200° 











! 
f 0,48/, 
150° 5 
Ei 0,249, 
qi 
‘ce 
£ 
] 
} 100° | , 
oO 50" 100" 150 


A Fig. 6 (Protokoll 11 und 12). 

f EinfluB der Zeit und Konzentration bei der konstanten Beobachtungs- 
3 temperatur von 25°. 
Des weiteren verminderte sich die Drehung einer Leimlésung (Pro- 
j tokoll 20) beim Erwirmen von 18° auf 35°C um 107°, wihrend eine 
a4 weitere Steigerung der Temperatur um 40°C die Ablenkung nur noch 
P um 13° herabsetzte. 
iB 5. Die Anderungen der Ablenkung bei steigender oder fallender 
b Temperatur sind umkehrbar, vorausgesetzt, daB keine langer dauernde 
i Erhitzung auf héhere Temperaturen dabei stattfindet. 
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130° Se ed 





Oo 50" 100" 150" 








140° 
130° in 
120° 

0 508 100" 150" 


Fig. 7 (Protokoll 14). 
Abhangigkeit der Drehung von der Zeit bei der konstanten Beobachtungs- 
temperatur von 15°. 


6. Verhalten des £-Leims. 

Bekanntlich bezeichnet man Leim, der durch anhaltendes Erhitzen 
das Gelatinierungsvermégen eingebiBt hat, nach Traubes!) Vorgang 
als £-Leim. 

Zur Untersuchung des optischen Verhaltens dieses $-Leims habe 
ich mir verschiedene derartige Priparate in der Weise hergestellt, daB 
ich die Lésungen in zugeschmolzenen Bombenréhren langere Zeit im 
siedenden Wasser erhitzte. 

Beziiglich des Drehungsvermégens dieser $-Leimlésungen ist folgendes 
zu bemerken: 

a) Allgemein laBt sich aussagen, da8 die Linksdrehung des /-Leims 
geringer ist als die des x-Leims. Die maximale Ablenkung der unter- 
suchten £-Leimlésungen war in allen Fallen geringer als 200°. 

b) Im Gegensatz zum «-Leim ist die Ablenkung des f-Leims mit 
der Zeit nicht oder fast nicht veranderlich, vielmehr von An- 
fang an annahernd konstant. (Protokoll 26 bis 29.) 

c) Die Héhe des erreichbaren Drehungsmaximums ist erstens 
abhangig von der Dauer des vorherigen Erhitzens auf 100° und zweitens 
von der Beobachtungstemperatur, hingegen nicht von der Kon- 
zentration. 

Zu der ersten Beziehung wolle man die Protokolle 26, 27 und 28 
vergleichen; die Lésungen wurden 20°, 64° und 228" auf 100° erhitzt 
und erreichten das Drehungsmaximum bei 164°, 143° und 137°. 

Je linger vor der Beobachtung erhitzt wurde, um so niedriger 
ist also das Ablenkungsmaximum. 

Zu der zweiten Beziehung sei bemerkt, daB die maximale Ab- 
lenkung einer £-Leimlésung, die bei 20° C konstant beobachtet wurde 
(Protokoll 29), nur 128° betrug, also geringer ist als die der drei oben- 
genannten Lésungen, die bei der Temperatur von 15° zur Beobachtung 
gelangten. 


1) Traube, Gesammelte Abhandlungen, Berlin 1899, 8. 221. 
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d) Das erreichbare Minimum der Linksdrehung des £-Leims ist 
abhingig von der Beobachtungstemperatur, stellt sich jedoch nicht, wie 
beim «-Leim, schon bei 30 bis 35°C. sondern erst allmahlich beim Er- 


hitzen auf héhere Temperaturen ein. 


Protokoll 1 (a und b).?) 
c,=0,57°/, und c—0,29°%/,. 
Spez. Gewicht 1,0008 und 1,0004. 
Vorheriges Erwirmen: 9° 30’ auf 80°. 
Beginn der Polarisation: 30’ nach Beendi- 
gung des Erwirmens. 
Beobachtungstemperatur: 15° konstant. 


(Protokoll 29.) 


Protokoll 3 (a und b),; 
ce, 0,53°/, und c,==0,28°/). 
Spezifisches Gewicht: 1,0008 ‘und 1,0004. 
Vorheriges Erwairmen: 7" 30’ auf 80°. 
Beginn der Polarisation: 30’ nach Beendi- 
gung des Erwarmens. 
pitas 15° konstant. 























Tem Spexi- foche 
Datum Zeit ator Drehung: Drehung: 
8.3.09 6 p.m. ‘180, 20° — 153,49 — 136,2° 
6°30’ p.m.) 159 —179,7° — 167,2° 
7> p.m.) 15° |—199,0° —168,9° 
9.3.09} 12°15’ a.m.) 15° |—232,3°— 198,2° 
930’am.| 15° |—235,8°|—229,2° 
3 p-m. 15° |—-237,5° —229,2° 
6°30’ p.m.) 15° |—239,3°|— 224,0° 
10.3.09]115 am.!| 15° — — |—230,9° 
11:3.09 9°30’ a.m.| 159° — — |—234,4° 
3® ~p.m.| 15° (—247,2°|—232,7° 
6°30’ p.m.) 15° —248,1° _—232, 7° 
12.3.09] 9°30’a.m.| 15° |—246,3°\—232,7° 
125 m.| 15° —248,1°|—232,7° 


Protokoll 2 (a und b). 
©, =0,55°/, und c,—=0,27%/,. 
Spezifisches Gewicht: 1,0008 und 1,0004. 
Vorheriges Erwirmen: 7" 30’ auf 80°. 
Beginn der Polarisation: 30’ nach Beendi- 
gung des Erwarmens. 
Beobachtungstemperatur: 15° konstant. 























Spezi- Spezi- 
, Tempe- a 

Datum Zeit | | ator piseeae: A ll 

c, % 
12.3.09] 4" _p. m. 25°, 25°|— 139,09 — 148,19 
5» p.m. 15° —198,0° —207,3° 
6 p.m. 159 _—213,5° —292,10 
11°45’ p.m. 15° |—239,89|—297'70 
13.3.09] 9 a.m.) 15° |—240,7°\—299,50 
3" 30’ p.m.) 15° |—248,90\931,49 
6" 30’ p.m.) 15° |—250,79|238,80 
14. 3.09}12" m.| 15° |—255,3°|\— 244,30 
15.3. 9° 30’ a.m.) 15° —258,9°|— 257,3° 
7 3°30’ p.m.) 15° —258,9°'— 955,59 





— ‘Spex ” Spesi- 
Datum Zeit rat Drehung’ wees 
c, Cy 
17.3.09} 4° p. m. 19°, 219 — 123,5° — 110.7 
5 p.m.) 15° —203,6° —139,0" 
6® p.m.) 15° |—216,89 —185,6° 
il p.m. 15° |—236,6° — 212.4) 
18.3.09} 9°30’ a.m. 15° |—242,39—224,9» 
3°30’ p.m. 15° |—250,7° —298,5° 
6 p.m. 15° |—250,7° —224,9° 
19.3.09] 9° 30’a.m.) 15° |—252,6° —237,4° 
3 30’ p.m. 15° —252,6°/—239,2° 
6 p.m.) 15° |—255,5°,—239,2" 
20.3.09] 9°30’a.m. 15° |—253, 6°|— 237, 4 


Protokoll 4 (a und b). 
c, == 0,479/, und co,—0,24°/,. 
Spezifisches Gewicht: 1,0008 und 1,0004. 
Vorheriges Erwairmen: 7" 30’ auf 80°. 
Beginn der Polarisation: 30’ nach Beendi- 
gung des Erwarmens. 
Beobachtungstemperatur: 15° konstant. 














Tempe-| ‘ene | ‘teks 
Datum Zeit me Dochens: Sechans 
} cG | Cy 

23.3.09} 4° p. m. 21°, 199 — 122,20 — 102,0° 
& p.m. 15° |— 196,79 — 145,8” 

6 p.m. 15° |—198,8° —164,5" 

12 p.m. 15° |—216,99—177,0° 
24.3.09] 9° 30’a.m. 15° |—242,4°\—210,3 
3°30’ p.m. 15° |—240,20\_919.4° 

@ p.m. 15° |—242,40 9194) 
25.3.00] 9°30’ a.m. 15° |—245,69 —219,4° 
3° 30'p.m. 15° —246,69 —214,5" 
6@ p.m. 15° —246 ,6°| — 212,4° 
26.3.09} 9° 30’a.m. 15° (—250,99—214,5° 
12 p.m.) 15° |—248,79—216,6° 


*) Von den fettgedruckten Werten ab wurde die Drehung als 
konstant betrachtet. 
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Protokoll 5. 


ec = 0,409/,. 

Spezifisches Gewicht: 1,002. 

Vorheriges Erwirmen: 5’ auf 60°. 

Beginn der Polarisation: 55’ nach 
Beendigung des Erwirmens. 


Beobachtungstemperatur: 15° kon- 








stant. 

aus Spezifische 

Datum Zeit uhene 

15. 12.08 | 10° 15’ a. m. | —202,1° 

11" 15’ a.m. —249,5° 

12° 15’ p.m.| —254,5° 

3° 30’ p.m. | —273,2° 

5 .m. | —272,0° 

6" 30’ p.m. —280,7° 

10% m.| —289,4° 

16.12.08 | 9" 30’ a.m. —287,0° 

11° a.m. —287,0° 

3 p.m. —290,7° 

5 p.m. —293,2° 

6° 15’ p.m. —289,4° 

9 30’ p.m. —295,7° 

17.12.08 | 9° 15’ a.m.| —301,9° 

12 m.| —295,7° 

3® 30’ p.m. —300,7° 

6 p.m.| —295,7° 

8> 30’ p.m. | —299,4° 

115 30’ p.m. | —299,4° 

18.12.08 | 9» 30’ a.m. —300,7° 

125 30’ p.m. —303,1° 

5» p-m.| —296,9° 

10% p-m.| —296,9° 

19.12.08 | 9» 15’ a.m. —300,7° 

bg .m,| —299,4° 

3" 30’ p.m. | —293,2° 

5 45’ p.m. | —290,7° 

20. 12.08 | 10" a.m,, —293,2° 

11> 45’ a.m. —293,2° 

108 p.m. —291,9° 

21.12.08 | 9°15’ a.m. —298,2° 

12 30’ p.m. | —294,4° 

4> 45’ p.m. —293,2° 

125 p.m,| —291,9° 

22.12.08 | 8* a.m.) — 290,7° 

gb a.m.) —293,2° 

15 p.m. —291,9° 

3" 30’ p.m. —291,9° 

6" 30’ p.m. | — 293,2° 

23.12.08 | 9° 30’ a.m. | —290,7° 

11 &@m. —290,7° 

3 15’ p.m. —290,7° 

6 p.m.) —291,9° 

1®@ p.m. —289,4° 
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Protokoll 5 (Fortsetzung). 








Datum Zeit 

24.12.08 | 9 30’ a. 
12» 

o p- 

25.12.08 | 9 a. 

10® 30’ p. 

26. 12.08 | 10° a. 

i» p- 

27.12.08 | 9 a. 
126 

28. 12. 08 a, 

12 45’ p. 

5» 30’ p. 

29. 12.08 | 10 30’ a. 

15 p. 

5° p. 

30.12.08 | 9 a. 

12° 30’ p. 

6 45’ p. 

31. 12.08 | 10° a. 





BEBEEBRBEBEBBEBBBSBEB | 
| 
a: 


Spezifische 
Drehung 


j 





— 291,9° 
— 291,9° 
— 291,9° 
— 291,9° 
— 289,4° 
— 290,79 
— 288,2° 


Protokoll 6& 


c= 0,429)... 


Spezifisches Gewicht: 1,0011. 
Vorheriges Erwarmen: 8" 20’ auf 80°. 
Beginn der Polarisation: 25’ nach 
Beendigung des Erwirmens. 
Beobachtungstemperatur: 15° kon- 











stant. 

Datum] Zeit |T°™P) fhtne 
jatar | ime 
25.2.09! 4545’ p.m. 22° |—104,6° 
5°45’ p.m. 15° |—147,4° 
6°30’ p.m. 15° —166,4° 
12 p.m. 15° |—193,8° 
26.2.09; 9°30’ a.m.) 15° |—211,6° 
125 m.| 15° |—215,2° 
3°30’ p.m. 15° |—211,6° 
11> p.m. 15° |—219,9° 
27.2.09] 9® a.m.) 15° |—219,9° 
3°30 p.m. 159 —223,5° 
5°30’ p.m.| 15° |—224,7° 
28.2.09]10" a.m. 15° |—233,0° 
9 p.m.) 15° |—237,7° 
1.3.09} 9°30’ a.m.) 15° |—240,1° 
3°30’ p.m. 15° —246,1° 
6°30’ p.m. 15° _—244,9° 
2.3.09] 9°30’ a.m. 15° |—242,5° 
3°30’ p.m.| 159 |—243,7° 
6 p.m. 15° —242,5° 
3.3.09] 9°30’a.m. 15° —244,9° 
3°15’ p.m. 15° |—246,1° 
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Protokoll 7 (a und b). 
o,=0,45°/, und o,—0,22°/,. 
Spezifisches Gewicht: 1,0009 und 

1,0006. 
Vorheriges Erwirmen: 7" 30’ auf 80°. 
Beginn der Polarisation: 30’ nach 
Beendigung des Erwarmens. 
Beobachtungstemperatur: 20° kon- 





stant. 
Spex | o—_ 
: fische che 
Datum Zeit Drehung | Drehung 
— | & 


26.3.09) 4> = p.m.—144, 30 —122,7° 
5» =so_p.m. —174,3° —138,6° 
6" =p.m. —175,4° —145,4° 

10°30’ p.m. —174,3° —159,0° 

27.3.09] 9°30’ a.m. — 192,19 —168,1° 

3°30’ p.m. —196,5° —172,6° 

6 ~=p.m. —197,6° — 184,0° 
28.3.09}10" a.m.|\—203,2° —188,5° 
29.3.09] 9°30’ a.m. —214,3° —193,1° 
3°30’ p.m.'|—228,7° —195,3° 

6 = p.m. —226,59 —195,3° 

30.3.09} 9°30’ a. m. —227,6° —202,2° 

3°30’ p.m. —226,5° —195,3° 

6° = p.m. — 228,79 —197,6° 

31.3.09} 9°30’ a. m. —226,5° —197,6° 

12 m. — 225,49 — 202,2° 


Protokol! 8 (a und b). 
oO, = 0,48°/, und Ch = 0,25 °/,. 
Spezifisches Gewicht: 1,001 und 1,0006. 
Vorheriges Erwirmen: 7" 30’ auf 80°. 
ap a der Polarisation: 30’ nach Beendigung 
es Erwirmens. 
Beobachtungstemperatur: 20° konstant. 











P Tempe- a a 
Datum Zeit setae | Drehung Drebeng 
| >. | ..% 
31.3.09} 4" p.m. 230, 0, 290 143,69 — 127,99 
5 p.m; 20° —160,3° —141,9° 
6 p.m) 20° —162,3° — 149,9° 
10° p.m 20° |—182,19—171,9° 
1.4.09] 9° 30’a.m. 20° —192,59° —175,9° 
3°30’ p.m. 20° —192,5°—169,9° 
6 p.m. 20° —191,5°—171,9° 
2.4.09] 9°30/a.m. 20° —198,8°—179,9° 
3°30’ p.m. 20° _—198,8°—187,9° 
& p.m. 20° —200,8°—183,9° 
3.4.09] 9°30’ a.m. 20° |—202,99 —-187,9° 
3°30’ p.m. 20° —198,8° — 195,9° 
6 p.m. 20° |—206,0° —189,9° 
4.4.09] 9°30’a.m. 20° —210,2°—193,9° 
3°30’ p.m.) 20° |—209,2° —191,9° 
5.4.09] 9°30’ a.m. 20° ——207,1°—193,9° 


Protokoll 9. 
c = 0,76 %. 
Spezifisches Gewicht: 1,0022. 
Vorheriges Erwarmen : 7°30’ auf 80°. 
Beginn der Polarisation: 30’ nach 
Beendigung des Erwarmens. 
Beobachtungstemperatur: 20° kon- 
stant. 








Datum Zeit ‘Spezifische 


| Dechung 








13.5.09; 4 p.m. | 141,19 
5» =p.m. | —174,6° 
6" p.m. | —190,4° 
i2® p.m. | —208,8° 
14.5.09 | 9°30’ a.m. | —217,9° 
3°30’ p.m. | — 222,5° 
6° p.m. | —221,2° 
15.5.09 | 9°30’ a.m. | —229,1° 
3°30’ p.m. | —230,4° 
66 p.m. —235,0° 
.09 | 10 am. | —240,9° 
.09 | 9°30’ a.m. | —242,2° 
3°30’ p.m. | —240,3° 
6 p.m. | —242,9° 
18.5.09 | 9°30’ a.m. | —242,2° 
3°30’ p.m. | —239,6° 
6 p.m. | —241,6° 
19.5.09 | 9°30'a.m. , —242,9° 
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Protokoll 10 (a und b). 
c, = 0,47% und ce, = 0,23 %. 
Spezifisches Gewicht: 1,0013 und 
1,0011. 
Vorheriges Erwarmen : 7530’ auf 80°. 
Beginn der Polarisation: 30’ nach 
Beendigung des Erwiarmens. 
Beobachtungstemperatur: 25” kon- 
stant. 





| Spezi- Spezi- 

: fische fische 
Zeit Drehung | Drehung 
| c en 


Datum 


14.4.09] 4" ~=p.m.|—111,6° —102, 10 
5 p.m. —122,20 110,89 
6 p.m. —128,6° —119,4° 

1! p.m. —134,9° — 128,1° 

15.4.09] 9°30’ a. m. —145,6° —139,0° 

3°30’ p.m. — 146,6° — 149,8° 

e -£ m. — 145,6° — 147,7° 

16.4.09] 9°30’ a. m.'— 148,7° — 145,5° 

3°30’ p.m. —149,8° —147,7° 

6" p.m.'—151,9° —149,8° 

17.4.09} 9°30’ a. m.|\—151,9° —143,3° 

3° 30’ p.m. —1651 ,9° —145,5° 

6 p.m. —153,0° —143,3° 
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Protokoll 10 (a u. b) (Fortsetzung). 


Spezi- Spezi- 
Ta fische fische 
Datum Zeit Drehung | Drehung 
C, } % 


18.4.09] 9°30’ a. m. —155,1° —145,5° 
19.4 09] 9°30’ a. m. —158,3° —147,7° 
330’ p.m. —156,2° —149,8° 
6 p.m. —158,3° —149,8° 
20.4.09} 9°30’ a.m. — 159,49 —143,3° 
3°30’ p.m. —160,4° —145,5° 
6" ~=p.m. —160,4° —149,8° 
21.4.09} 9°30’ a. m. —161,5° — 147,7° 
3° 30’ p.m. — 160,49 —145,5° 
6° p.m. —161,5° — 147,79 
22.4.09} 9°30’ a. m.'— 161,5°'— 149,8° 





Protokoll 11 (a und b). 
c, = 0,48 % und c, = 0,24 %. 
Spezifisches Gewicht: 1,0013 und 
1,0011. 
Vorheriges Erwirmen : 7°30’ auf 80°. 
Beginn der Polarisation: 30’ nach 
Beendigung des Erwarmens. 
Beobachtungstemperatur: 25° kon- 
stant. 





Spezi- Spezi- 


: | fische fische 
Datum Zeit Drehung Drehung 
c, & 


22.4.09] 4> p.m. —131,1° —120,7° 
5 = _p.m. —134,2° — 124,9° 
5" ~—s p.m. —137,3° —127,0° 

11> p.m. — 142,59 — 129,00 

23.4.09] 9°30’ a. m. —142,5° — 127,0° 

330’ p.m. —143,6° —131,1° 

6 =_p.m. —145,7° —131,1° 

24 4.09] 9°30’ a.m. —147,7° —133,2° 

330’ p.m. —149,8° — 135,39 

6 = p.m. — 148,89 —135,3° 

25.4.09] 9°30’ a.m. —151,9° —139,4° 

26.4.09} 9°30’ a. m. —152,9° —137,4° 

3°30’ p.m. —154,0° —139,4° 

6° ~=p.m. —154,0° —139,4° 

27.4.09] 9°30’ a.m. —155,0° —137,4° 

3°30’ p.m. —155,0° —139,4° 

6" = p.m. —156,1° —139,4° 

28.4.09} 9°30’ a.m. —158,1° —141,5° 

3°30’ p.m. —155,0° —141,5° 

6° p.m. —156,1° —139,4° 

29.4.09] 9°30’ a.m. —156,1° —141,5° 

3 30’ p.m. —158,1° — 137,4° 

6° p.m. —157,1° —139,4° 

30.4.09} 9°30’ a.m. — 157,19 — 137,4° 





Protokoll 12. 
c = 0,90 %. 
Spezifisches Gewicht: 1,0025. 
Vorheriges Erwarmen : 7°30’ auf 80°. 
Beginn der Polarisation: 30’ nach 
Beendigung des Erwirmens. 
Beobachtungstemperatur: 25° kon- 
stant. 








. Spezifische 
Datum Zeit Dockene 
19.5.09} 4° p.m. —156,8° 
5 p.m. —162,9° 
6 =p.m.| —181,8° 
10% p.m. —178,5° 
20. 5. 09 — — 
21.5.09 | 9°30’ a.m.) —184,0° 
3°30’ p. m. | —182,3° 
6 p.m.| —182,9° 
22.5.09 | 9°30’ a. m.| —184,0° 
3°30’ p.m. | — 182,9° 
6° p.m.| —185,1° 
23.5.09 | 10 a.m., —1S8s8,4° 
24.5.09 | 9°30’a.m.| —190,1° 
3°30’ p.m. | —190,1° 
6° .m.| —190,6° 
25.5.09 | 9°30’ a.m.) —190,6° 


Protokoll 13 (a und b). 
c, = 0,43% und o, = 0,45 %. 
Spezifisches Gewicht: 1,0013 und 
1,0013. 
Vorheriges Erwirmen: a) 7° 30’ auf 
80° und b) 5’ auf 80°. 
Beginn der Polarisation: 30’ nach 
Beendigung des Erwirmens. 
Beobachtungstemperatur: 25° kon- 
stant. 





Spezi- Spezi- 


: fische fische 
Datum Zeit | Drehung | Drehung 
| a b 


9.6.09] 4" p.m. —130,1° —139,8° 
55 = p.m. — 145,2°|— 147,6° 
6° _p.m. —145,2° —146,5° 

12 p.m. —154,5° —165,3° 

10.6.09} 9°30’ a. m.'— 161,4° —178,7° 

330’ p.m. —159,1° — 178,79 

6" = -p.m.'—161,4°'|—177,6° 

11.6.09} 9°30’ a. m. — 159,19 — 184,2° 

3°30’ p.m. —157,9° — 182,0° 

6 =p. m.|— 160,3° —177,6° 
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Protokoll 13 (au. b) (Fortsetzung). 





Spezi- | Spezi- 


. fische fische 
Datum Zeit | Drebung | Drehung 
b 





12.6.09 9°30’ a. m. ~169,5° — 202,0° 
3" 30’ p.m.|— 169,5° — 198,6° 
6° = p.m. '— 167,2° — 199,7° 
13.6.09] 9" a.m. —167,2° —200,9° 
14.6.09] 9°30’ a. m. —173,0° —199,7° 
3° 30’ p. m. —173,0° —200,9° 
6 = p.m. —169,5° —197,5° 
15.6.09} 9°30’ a. m. —170,7° —202,0° 
3°30’ p.m. — 168,4° —202,0° 
6 = p.m.'—171,9° —198,6° 





Protokoll 14 (a und b). 


c, = 0,46% und o, = 0,23 %. 
Spezifisches Gewicht: 1,0015 und 
1,0012. 
Vorheriges Erwirmen : 7" 30’ auf 80°. 
inn der Polarisation: 30’ nach 
digung des Erwirmens. 
Beobachtungstemperatur: 30° kon- 
stant. 





Spezi- Spezi- 


Tai | fische fische 
Datum Zeit | Drebung Drehung 
c, % 








6.5.09} 4° p.m.|—-131,3°|—125,9° 
5» = p.m.|— 128,19 — 130,3° 
6 ~=—-p.m.'|— 129,2° — 130,3° 
115 ~~ p.m. —127,0° —134,6° 
7.5.09} 9°30’ a, m.|— 129,2° — 130,3° 
3® 30’ p.m. — 130,2°|— 130,3° 
6 p.m. —129,2°—130,3° 
8.5.09} 9°30’ a. m.'— 130,2° — 128,1° 
3°30’ p. m. — 130,2°'— 128,1° 
6 p.m. — 130,29 —130,3° 
9.5.09]12 30’ p. m.'— 129,2° — 130,3° 
10.5.09} 9°30’ a. m. — 129, 2° —130,3° 
3°30’ p.m. /—131,3° —128,1° 
6 = p.m.|—130,2°\—128,1° 
11.5.09} 9°30’ a. m.|\— 131,3° —130,3° 
3°30’ p. m.|— 125,9°'— 134,6° 
6 =p. m.|— 125,99 — 132,5° 
12.5.09} 9°30’ a. m.|—129,2° — 128,1° 
3®30’ p.m.|—131,3°) — 





Protokoll 15. 
c = 0,48. 
8 sifieches Gewicht: 1,0015. 
orheriges Erwarmen : 7" 30’ auf 80°, 
inn der Polarisation: 30’ nach 
digung des Erwarmens. 


H. Trunkel: 





Beobachtungstemperatur: 30° kon- 
stant. 




















: Spezifische 
Datum Zeit | Drebung 
30.4.09/ 4" p.m. | — 122,79 
& p.m. | — 123,89 
6 p.m. | — 123,8° 
| gh p-m. | — 120,7° 
1.5.09 | 9°30’ a.m. | — 124,8° 
| 3°30 p.m. — 123,8° 
16 p.m. | —1248° 
2.5.09' ® a.m. — 123,8° 
3. 5. 09 | 9° 30’ a. m. | — 126,9° 
3°30 p.m. — 125,9° 
| 6 p.m. |— 123,8° 
4.5.09 | 9°30’ a.m. — 124,8° 
| 3°30 p.m. | — 126,9° 
6 =o pp. m. | — 126,99 
5. 5.09 | 930’ a.m. | — 124,8° 
| 3°30’ p.m. —123,8° 
| 6 p.m. |— 123,8° 
6. 5.09 | 9°30’ a.m.  — 124,8° 


Protokoll 16. 
c= 0,79 0/. 
Spezifisches Gewicht: 1,0023. 
Vorkeriges Erwirmen: 7°30’ auf 80°. 
Beginn der Polarisation: 30’ nach 
Beendigung des Erwarmens. 
Beobachtungstemperatur: 30° kon- 
stant. 








Datum | Zeit 9 





24. 5. 09 — 138,3° 
— 142.1 
— 138,9° 
— 142,70 
— 138,3° 
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Protokoll 17. 

c = 1,49. 
Spezifisches Gewicht: 1,003. 
Vorheriges Erwarmen: 7°30 auf80°. 
Beginn der Polarisation: 30 nach 

Beendigung des Erwarmens. 
Beobachtungstemperatur: 30° kon- 
stant. 





Datum Zeit ,o—4 
2.6.09 | 4 p.m. — 133,2° 
5 3 =op.m. — 135,5° 
6 p.m. — 134,8° 
10" p.m. | — 146,2° 
3.6.09 | 9° 30'a.m. — 142,5° 
3° 30’ p.m. — 144,9° 
6 p.m. —145,5° 
4.6.09 | 9°30’a.m. — 144,5° 
3° 30’ p.m. — 143,9° 
6 p.m. — 145,2° 
5.6.09 | 9°30’ a.m. — 145,2° 
3" 30’ p.m. — 143,5° 
6 p.m. — 144,2° 
6. 6.09 | 9°30’a.m. — 145,5° 
7.6.09 | 9°30’a.m. — 144,5° 
3 30’ p.m. — 143,2° 
6 p.m. — 144,2° 


Protokoll 18. 
c = 0,40°/ . 
Spezifisches Gewicht: 1,0015. 
Vorheriges Erwirmen: 1" auf 80°. 
Beginn der Polarisation: 30’ nach 
Beendigung des Erwarmens. 








Tempe- Spezifische 


Zeit ratur | Drehung 

9» 30’ a. m 25° — 119,8° 

10° 15’ a. m 30° — 111,1° 
10° 30’ a. m. 35° — 99,9° 
10°45’ a.m. | 40° — 97,4° 
1h am 55° — 106,1° 
115 30’ a. m 65° — 102,3° 
125 m 75° |— 99,9° 


Protokoll 19. 
c = 0,30°/,. 
Spezifisches Gewicht: 1,0004. 
Vorheriges Erwairmen: 1" auf 80°. 
Beginn der Polarisation: 30’ nach 
Beendigung des Erwarmens. 
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| Tempe- Spezifische 


Zeit ratur Drehung 
108 a. m. 25° — 139,9° 
10° 55’ a. m. 18° — 194,9° 
1l* 6’ a.m. 25° — 163,3° 
115 15’ a. m. 35° = | — 133,3° 
11" 25’ a. m. 40° — 128,3° 
11° 40 a. m. 55° — 125,0° 
12 m. 65° — 126,6° 
12° 35’ p. m. 80° — 128,3° 


Protokoll 20. 

Von der zu vorstehendem Versuch 
verwendeten Lisung wurde ein Teil 
im Zimmer aufbewahrt und 24° 
spaiter nochmals in ahnlicher Weise 
untersucht. 








Tempe- Spezifische 


Sait ratur Drehung 
9» 45’ a. m. 18° — 251,5° 
11" 5/ a. m. 25° — 224,9° 
11" 25’ a. m. 35° — 144,9° 
1]* 35’ a. m. 40° — 128,3° 
11" 50’ a. m. 55° — 123,3° 
12 m. 65° — 130,3° 
12°30’ p.m. | 75° — 131,6° 
Protokoll 21. 
c = 0,42/,. 


Spezifisches Gewicht: 1,001. 

Vorheriges Erwirmen: 8" auf 80°. 

Beginn der Polarisation: 17" nach 
Beendigung des Erwirmens. 





Toi Tempe-| Spezi- 
Datum! Zeit poo | —. 
9.12.08 12° m.| 15°, |—237,9° 
1» p.m.| 15° |—243,8° 
3°15’ p.m.) 15° + —245,0° 
4°15’ p.m. 15° —242,6° 
5°13’ p.m. 15° —249,8° 
6°15’ p.m. 15° —249,8° 
7™ p.m.) 15° —250,9° 
8 p.m. 15° —248,6° 
10° =p.m. 15° —247,4° 
10.12.08 7" a.m. 15° —252,1° 
9°30’ a.m.) 15° —252,1° 
11°45’a.m| 5° —277,1° 
12°45’ p.m. 5° —284,2° 
3°15’ p.m.) 5° —277,1° 
4°15’ p.m. 5° —284,20 
5°15’ p.m.) 5° —279,5° 
6°15’ p.m.| 5° —281,9° 
8 p.m. 10° —273,5° 
11°30’ p.m. 12,59 —273,5° 
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Protokoll 21 (Fortsetzung). 





Datum Zeit 


11.12.08 ‘8°30 a. a.m. 18, 5° ‘268, 9° 
9°15’ a.m. 13° |—261,6° 
12» m. 50° |—1225° 
12°15’ p.m. 50° 
12°45’ p.m. 50° 
1> p.m. 50° 
3°45’ p.m. 15° 
| & p.m. 15° 
| 6 p.m, 15° 
7 p.m. 15° 
10 p.m. 15° 
12.12.08 8® a.m. 15° 
9°30’ a.m. 15° 
11515’ a.m. 15° 
3°30’ p.m. 15° 
4°15’ p.m, 15° 
Protokoll 22. 
c = 0,42/,. 
Spezifisches Gewicht: 1,001. 
orheriges Erwirmen: 5’ auf 60°. 
Beginn der Polarisation: 25’ nach 
Besndiguag oe Erwarmens. 





“Spezi- 
Datum Zeit i | fische 
Seqie | Drehung 


4. 12.0 08 108 a.m. 250 —145, 10 
1" am. 19° —203,4° 

128 m.| 19° _—218.8° 

| 1» p.m. 19° —217,6° 

| 3°15’ p.m.| 19° —246,2° 

66 p.m. 50° —116,6° 

6°45’ p.m. 33° —136,8° 

5.12.08 9°15’a.m. 17° —259,3° 
11°15’ a.m. 17° |—-260,5° 

12630’ p.m.| 17° |—255,7° 

| 3°15’ p.m. 17° |—260,5° 

| oe ee m.| 17° |—262,8° 

| 6°30! p 17,5° —259,3° 

11530’ . aa) 17° |—275,9° 

6.12.08 9» a.m.) 16° —270,0° 
10°30’ a.m. 16° —274,7° 
\11"30’ a.m. 16,5° —266,4° 

.| 16,5° —273,5° 

-| 15,5° |—273,5° 

7. 12. 08 930’ a. m. —275,9° 
12°15’ p.m. —278,3° 

1» p.m. —278,3° 

| 42> p.m. —297,3° 

, p.m. \— 296,1° 

|@ p.m. \—298,5° 

| 715! p.m. |\—264,0° 

11845" p-m.| 15,5° |—279,5° 


Protokoll 23. 
c = 0,43 %/,. 
Spezifisches Gewicht: 1,0002. 
Vorheriges Erwarmen: 6° 30’ auf 80°. 
Beginn der Polarisation: 1°15’ nach 
Beendigung des Erwarmens. 





| | Spezi- 
Datum i ‘Tempe- | fische 
| ratur | Drehung 


30.11.08] ‘m| 23° |151.10 
| g10 |_175)50 
| 20° |183,70 
| 900 |_194'10 
1.12.08 “m. 19,59 —231.30 
| 290 +238'30 
219 _996"70 
16° |—240,6 
179 241.99 
18,5° —259'20 
18° |—255,8° 
19° |255,8° 
| 210 |_951'10 
‘m| 21° |—247'60 
3.12.08 “m. 19° |—255,8° 





Protokoll 24. 
c = 3,32°/). 
Spezifisches Gewicht: 1,0083. 
Vorheriges Erwirmen: 1" auf 100°. 
Beginn der Polarisation: 10’ nach 
ens des Erwarmens. 





. Tempe- “Spezifische 
Zeit ratur | Drehung 
5» 40’ p. m. 25° —167,3° 
5" 50’ p. m. 18° —180,7° 
5 55’ p. m. 17° —206,1° 
6 p.m. 16° —209,1° 








Protokoll 25. 
c = 1,87. 
Spezifisches Gewicht: 1,005. 
Vorheriges Erwirmen: 1" auf 100°. 
Beginn der Polarisation: 15’ nach 
_ eS des Erwirmens. 





Tempe- ‘|Spezifische 


dels ratur | | Drehung 








15’ 


25’ 21,5° 
35’ 
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Protokoll 26. 
c = 0,29°/o. 
Spezifisches Gewicht: 1,0003. 
Vorheriges Erwirmen: 20° auf 100°, 
Beginn der Polarisation: 16° nach 
Beendigung des Erwarmens. 
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Protokoll 28. 
c = 0,79/>. 
Spezifisches Gewicht: 1,0013. 
Vorheriges Erwirmen: 228" auf 100°. 
Beginn der Polarisation: 45’ nach 
Beendigung des Erwirmens. 








. |Tempe- Spesi- 

Datum Zeit a noe 
6.2.09 |10°45’ a.m. 15° —163,7° 
1230’ p.m.; 15° —156,9° 

5°45’ p.m. 15° —156,9° 

7.2.09 11°45’ a.m. 15° —160,3° 
8.2.09 | 9°45’a.m. 15° —162,0° 
3°30’ p.m. 65° — 75,8° 

3°45’ p.m. 65° — 74,1° 

45 p.m. 65° — 70,7° 


Protokoll 27. 
o = 0,82°/,. 
Spezifisches Gewicht: 1,0017. 
Vorheriges Erwirmen: 64" auf 100°. 
Beginn der Polarisation: 20’ nach 
Beendigung des Erwarmens. 
Beobachtungstemperatur: 15° kon- 
stant. 








we _  Spezi- 

Datum Zeit —— Rd 
19. 2. 09]/10" 50’ a.m.| 24° —133,3° 
11" 5’a.m. 16° —136,4° 

125 m.| 15° —137,0° 

12530’ p.m.) 15° —137,6° 

45 p.m. 15° —139,4° 

6°30’ p.m. 15° —139,4° 

20.2.09} 9® a.m); 15° —141,2° 
125 m. 15° —141,2° 

3°30’ p.m.| 15° —141,2° 

6°30’ p.m. 15° —139,4° 

21. 2. 09}12» m. 15° —143,1° 
22. 2.09} 9°30’ a.m. 15° —143,1° 
4°30’ p.m. 15° —141,8° 

6°30’ p.m. 15° —142,4° 

23. 2.09] 9°30’ a.m.) 15° —142,4° 





Tempe-) $25 


Datum Zeit | ratar fs 
15. 3. 09) 6°45’ p.m.; 15° |—131,5° 
12 pm. 15° —134,60 
16. 3. 09} 9°30’ a.m.| 15° —135,9° 
7™ p.m. 15° |—135,9° 
17. 3. 09} 9°30’ a.m.| 159 —137,2° 
2°50’ p.m. 65° — 96,1° 
3" p.m.) 65° |— 93,6° 
3°10’ p.m.) 65° — 96,7° 
3°20’ p.m. 65° '— 96,4° 





Protokoll 29. 
c = 0,38°/>. 
Spezifisches Gewicht: 1,0009. 
Vorheriges Erwirmen: 45° auf 100°. 
Beginn der Polarisation: 30’ nach 
Beendigung des Erwarmens. 








* Tem Spezi 

Datum Zeit no a ’ 
18.10.09} 4" p.m. 25° —123,6° 
5 p.m. 20° |—127,5° 

6° p.m. 20° —127,5° 

12 p.m. 20° |—123,6° 

19.10.09] 9® a.m. 20° |—124,9° 
3" ~=p.m.| 20° —126,2° 

6 p.m. 20° |—126,2° 

20.10.09} 9® a.m. 20° |—124,9° 
3" ~p.m.) 20° —123,6° 

3°25’ p.m.| 25° |—123,6° 

4°30’ p.m. 30° —12230 
4°45’p.m. 359 —117,0° 

5°10’ p.m. 40° —113,1° 

5525’ p.m. 50° —110,4° 

5°40’ p.m. 55° —109,1° 

5°50’ p.m. 65° —109,1° 

6 5’p.m., 75° |—107,8° 


Die Ergebnisse der Untersuchung des Drehungsvermégens des 
Leims kénnen kurz in folgende Punkte zusammengefaBt werden: 


1, Die optische Aktivitaét frischer Leimlésungen ist 
(auch bei konstanter Temperatur) mit der Zeit veranderlich 
und erreicht erst nach 12° bis 120 ihr Maximum. Dieser 
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Vorgang ist umkehrbar, indem sich durch Erwarmen die Ab- 
lenkung einer gealterten Leimlésung wieder auf ihren Anfangs- 
wert reduzieren 1aBt. 

2. Die optische Aktivitét der Leimlésungen ist ferner von 
der Temperatur abhangig insofern, als die Ablenkung mit 
steigender Temperatur abnimmt und bei ca. 35° ein Minimum 
erreicht. 

Fiir die Temperaturen von 15, 20, 25 und 30° konnten 
die Werte der Linksdrehung und ihre Anderung mit der Zeit 
genauer festgelegt werden. 

3. Die optische Aktivitat ist nicht proportional der Kon- 
zentration, es laBt sich hingegen sagen, daB der schwacheren 
Konzentration stets eine geringere Linksdrehung zukommt. 

4. Die Ablenkung ist endlich um so geringer, je langer 
und héher die Leimlésung vor der Beobachtung erwarmt wurde. 

5. Beziiglich des Drehungsvermégens des f-Leims ist als 
charakteristisch zu bemerken, daB es betrachtlich geringer 
ist als das des gewohnlichen «-Leims. 

Zu Beginn der voraufgehenden Arbeit war angedeutet 
worden, daB die zeitliche Anderung des Tanninbindungs- 
vermégens sowie die der Linksdrehung des Leims in einer 
einfachen Beziehung zueinander stehen. 

Wie aus den mitgeteilten Beobachtungen hervorgeht, nimmt 
das Bindungsvermégen zunichst rasch, dann langsamer ab, 
wahrend das Drehungsvermégen im wesentlichen das um- 
gekehrte Verhalten zeigt, also in gleicher Weise zunimmt. 

Beide Erscheinungen verlaufen also spiegelbildlich zuein- 
ander und sind als AuBerungen einer Zustandsinderung der 
Leimlésung aufzufassen, die man mit dem Namen ,,Hysteresis“ 
zu bezeichnen pflegt. 

Die Hysteresis ist als spezifische Erscheinung der Kolloide 
schon seit Graham bekannt und an zahlreichen kolloiden 
Systemen in der verschiedensten Weise beobachtet worden. 

Fiir den Leim speziell ist sie von v. Schroeder*) durch Be- 


stimmung der inneren Reibung wisseriger Lésungen gemessen worden, 
seine Beobachtungen sind jedoch auf einen Zeitraum von héchstens 24" 
ausgedehnt, so daB sie keinen so weitgehenden Einblick in den Verlauf 
der Hysteresis gewihren, wie die beiden oben genannten Erscheinungen. 


1) Zeitschr. f. physikal. Chem. 45, 75, 1903. 
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v. Schroeders Beobachtungen haben im wesentlichen ergeben, 
daB die innere Reibung einer Gelatinelésung (bei konstanter Temperatur) 
mit der Zeit zunimmt, daB sie mit Erhdhung der Temperatur abnimmt 
und da® langeres Erhitzen eine dauernde Herabsetzung der inneren 
Reibung zur Folge hat. 

Wie ersichtlich, ist also die innere Reibung von bestimmten Fak- 
toren in vollig gleicher Weise abhangig wie die optische Aktivitat, beide 
Vorgiange verlaufen demnach parallel zueinander. 

Uber die eigentliche Ursache der drei vorbenannten Erscheinungen 
gibt vielleicht eine Arbeit Aufschlu8, die in jiingster Zeit von W. Menz?) 
verffentlicht worden ist. 

Dieser Autor fand, daB hei®e Leimlésungen unter dem Ultra- 
mikroskop einen schwachen, unaufléslichen Lichtkegel zeigen, und daB 
sich beim Erkalten (auch bei nicht erstarrenden Lésungen) unzahlige 
Submikronen im Gesichtsfeld bilden. Diese vergréSern sich durch Altern 
kurz nach der Bereitung der Lésung. 

Das 1iB8t den Schlu8 zu, daB die Hysteresis durch eine Anderung 
des Dispersitatsgrades bedingt ist, indem sich in der Leimlésung unter 
dem Einflu8 der Wiirme beim LésungsprozeB auBerordentlich kleine 
Masseteilchen (sog. Amikronen) bilden, die sich auch ultramikroskopisch 
nicht sichtbar machen lassen. Diese Amikronen nehmen beim Abkiihlen 
mit der Zeit an GréBe zu, sie werden ultramikroskopisch als Submikronen 
sichtbar, und es ist anzunehmen, daf diese GréBenzunahme mit der Zeit 
eine sehr weit gehende ist. 

Die in einer bestimmten Lésung verfiigbare Oberfliche dieser Teil- 
chen wiirde also betrichtlich an GréBe abnehmen, woraus sich recht 
gut die Verminderung des Tanninbindungsvermégens (da auf Adsorption 
beruhend) erkliren lieBe. 

Ebenso lassen sich die Anderungen der Viscositét sowie des opti- 
schen Verhaltens recht gut dieser Anschauung unterordnen. 


1) Zeitschr. f. physikal. Chem. 66, 129, 1909. 
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Uber Phosphorsaure- und Schwefelsiureester von Kohlen- 
hydraten.’) 


Von 


C. Neuberg und H. Pollak. 


(Aus der chemischen Abteilung des Tierphysiologischen Instituts der 
Kgl. landwirtschaftlichen Hochschule, Berlin.) 


Der Phosphor zahlt zu den wenigen Elementen, die in 
der Natur in organischer Bindungsform vorkommen. Phos- 
phorhaltige EiweiBkérper, wie das Casein und das Vi- 
telin, und phosphorhaltige Lipoide, wie das Lecithin, sind 
seit langer Zeit bekannt. Jiingeren Datums ist unser Wissen 
von weniger kompliziert gebauten phosphorhaltigen Natur- 
stoffen, z. B. von den Nucleins&iuren, deren einfachsten Ver- 
treter die Inosinsaéure darstellt. Alle diese Substanzen be- 
sitzen eine groBe biologische Bedeutung, da sie anerkannter- 
maBen an zahlreichen physiologischen Vorgangen beteiligt sind. 
Der kiinstliche Aufbau dieser phosphorhaltigen Naturprodukte 
ist bisher kaum versucht oder héchstens zu Bruchstiicken ge- 
diehen; so ist die Synthese der Glycerinphosphorséure, die 
einen Teil des Lecithins bildet, ausgefiihrt worden; allein diese 
kiinstliche Substanz ist nur ein Isomeres des Naturstoffes. 

Eine besondere Beachtung verdienen die Phosphorsaure- 
ester der Kohlenhydrate. Denn nach Untersuchungen von 
Kossel, Bang, Steudel, Neuberg u. a. ist jetzt die Vorstellung 
begriindet, daB den im Tier- und Pflanzenreiche weit verbreiteten 
Nucleinséuren ein Kohlenhydratphosphorsaureskelett zu- 
grunde liegt, an das sich andere Gruppen, wie Purine, Pyrim- 
idine, angliedern, in ahnlicher Weise, wie Cholin und Fett- 


1) Siehe auch C. Neuberg und H. Pollak, Uber Kohlenhydrat- 
phosphorsaureester. I. Uber Saccharosephosphorsiure. Diese Zeitschr. 
28, 515, 1910 und C. Neuberg und H. Pollak, Uber Kohlenhydrat- 
phosphorsiureester II. Uber Saccharoseschwefelsiure und die Phos- 
phorylierung von Eiwei®. Ber. d. Deutsch. chem. Ges, 43, Heft 11, 1910. 
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siuren mit der Glycerinphosphorséure zum Lecithin verkniipft 
sind. Liegt einzelnen Nucleinsiuren eine Pentosephosphor- 
saiure’), anderen eine Hexosephosphorsaéure®*) zugrunde, so 
handelt es sich bei bestimmten phosphorhaltigen Lipoiden, die 
jetzt unter dem Namen Phosphatide zusammengefaBt werden, 
um eine Galaktosephosphorsadure. Auch im freien Zustande 
kommen solche Phosphorsaéureester vor, wie das Beispiel des 
in zahlreichen Pflanzen auftretenden Phytins lehrt. Letzteres 
ist zwar kein Derivat der gewéhnlichen Zucker, sondern ist 
als Abkémmling des zyklischen Inosits, als Inosit phosphor- 
saiure*), erkannt. 

Seit Jahrzehnten hat die Erfahrung gelehrt, daB der in 
organischer Bindung vorhandene Phosphor auch im 
intermediaren Stoffwechsel eine wichtige Rolle spielt. Ist 
dieselbe auch nicht in ihren Einzelheiten aufgeklart, so hat 
sich in einem besonderen Falle, im Stoffwechsel der Hefe, 
ihre Bedeutung zu erkennen gegeben. Harden und Young’), 
E. Buchner und Antoni’), Iwanow*’) und v. Lebedew’) 
zeigten, da8B anorganische Phosphorsiure bzw. Phosphate als 
sogenanntes Koenzym der Zymase bei der Alkoholbildung wirken, 
und Harden und Young klarten diesen Vorgang durch 
Isolierung von Hexosediphosphorsaure in Substanz dahin 
auf, daB es sich um eine voriibergehende Bildung von Phos- 
phorsaureestern des girenden Zuckers handelt, der im Garungs- 
prozeB wieder zerfallt und das Koenzym zuriickbildet. Hier 
leitet die Phosphorséure, die wie ein wasserentziehendes Mittel 
wirkt, den Zerfall des Zuckermolekiils zu den kleineren, alkohol- 
liefernden Stiicken ein.*) Dieser Fall zeigt, welche prinzipielle 
Bedeutung die Kohlenhydratphosphorsauren im pflanzlichen Stoff- 
wechsel*), speziell wohl fiir den AtmungsprozeB, haben kénnen. 


1) C. Neuberg und B. Brahn, diese Zeitschr. 5, 438, 1907. 

2) H. Steudel, Zeitschr. f. phys. Chem. 48, 425, 1907. 

3) C. Neuberg, diese Zeitschr. 9, 557, 1908. 

4) A. Harden und W. J. Young, Proc. Chem. Soc. 21, 189, 1905; 
23, 65, 1907; 24, 117, 1908; Proc. Roy. Soc. 21, 528, 1909. 

5) E. Buchner, Zeitschr. f. physiol. Chem. 46, 136, 1905; diese 
Zeitschr. 19, 191, 1909. 

6) L. Iwanow, Zeitschr. f. physiol. Chem. 50, 281, 1907. 

7) A. v. Lebedew, diese Zeitschr. 20, 114, 1909. 

8) Vgl. A. Wohl, diese Zeitschr. 5, 44, 1907. 

%) Vgl. C. Neuberg, diese Zeitschr. 24, 430, 1910. 
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Wiedie Kohlenhydratphosphorsauren sind auch dieS ch wefel- 
siureverbindungen der Zuckerarten von Wichtigkeit. 
AuBer den von E. Baumann entdeckten gepaarten Schwefel- 
sduren, d. h. den Schwefelsdiureestern aromatischer Hydroxyl- 
verbindungen, ist seit den Forschungen Schmiedebergs auch 
eine Kohlenhydratschwefelsiure bekannt, die im Knorpel 
vorhandene Chondroitinschwefelsaiure. Allerdings ist die 
Konstitution der Chondroitinschwefelsiure noch nicht auf- 
geklart, doch so viel ist sicher, da8 in ihr der Schwefelsaure- 
ester einer stickstoffhaltigen, zur Kohlenhydratreihe zihlenden 
Substanz vorliegt. Solche Kohlenhydratschwefelsaure- 
ester gehéren nach den Untersuchungen von I. A. Mandel 
und P. A. Levene’) zu den normalen Bestandteilen zahl- 
reicher Organe und Gewebssiifte. In der Leber, in den Leuko- 
cyten, in der Milchdriise, in der Milz, in den Nieren, im 
Pankreas, im Mucin der Sehnen kommen Verbindungen vor, 
die Kohlenhydrate und gleichzeitig gepaarte Schwefelsiuren 
enthalten, wenn auch im einzelnen die Natur dieser Schwefel- 
saureester noch unsicher ist.*) Synthetische Versuche zu ihrer 
Darstellung sind deshalb auch noch nicht unternommen. 
(Schwefelsdureester liegen méglicherweise auch in den Gluco- 
siden vom Typus der Myronsaure und des Sinalbins vor.) 

Aus diesen Darlegungen geht hervor, daB die kiinstliche 
Verkniipfung von Phosphorsiéure mit Kohlenhydraten sowie die 
Darstellung von Schwefelsiureestern der Zuckerarten eine 
wichtige Aufgabe ist. 

Nur zwei Angaben liegen dariiber vor, da die kiinstliche 
Vereinigung von Zuckern mit Phosphorsiure versucht ist. 
Amato‘) erhielt durch Erwarmen von Helicin, dem Salicyl- 
aldehydglucosid, mit Phosphoroxychloriir eine amorphe phos- 
phorhaltige Siure, die nicht ganz rein gewonnen wurde. Ihrem 
Natriumsalz schrieb der Autor die Formel U,H,,0,PNa, zu, 
und Berthelot‘) will durch direkte Einwirkung von Phos- 
phorséure auf Glucose eine Verkniipfung erzielt haben. Doch 
hat er wie iiber die meisten von ihm bearbeiteten Saure- 


1) Zeitschr. f. physiol. Chem. 45, 386, 1905. 

2) I. A. Mandel und C. Neuberg, diese Zeitschr. 13, 142, 1908. 
3) Gazz. Chim. Ital. 1, 56, 1871. 

*) Ann. d. Chim. et de Phys. III, 54, 81. 
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derivate von Kohlenhydraten keine naheren Angaben gemacht. 
Amato wie Berthelot haben in saurer Lésung gearbeitet, 
und es liegt auf der Hand, da8 der von ihnen eingeschlagene 
Weg, selbst wenn ihre Angaben zutreffend sind,') bei empfind- 
lichen Zuckerarten nicht zum Ziele fiihren kann. Disaccharide 
oder Zucker der 5-Kohlenstoffreihe werden beim Erwarmen 
mit Sauren hydrolysiert bzw. in Furfurol umgewandelt. Eine 
Synthese, die allgemeinerer Anwendung fahig sein soll, muB 
diese Punkte beriicksichtigen, d. h., sie mu fiir Aldosen oder 
Ketosen in neutraler, bei nicht reduzierenden, aber leicht spalt- 
baren Zuckern vom Typus der Saccharose auch in alkalischer 
Lésung verlaufen. Diese Forderung wird erfiillt, wenn man 
Phosphoroxychlorid oder Phosphorpentachlorid bei Gegenwart 
saurebindender Mittel auf wasserige Zuckerlésungen einwirken 
laBt. Als Polyhydroxylverbindungen sind die Kohlenhydrate 
an sich befahigt, mehrere Saéureradikale aufzunehmen. Um 
jedoch die Verhaltnisse nicht zu komplizieren, ist die Reaktion 
so geleitet worden, da8 sie zur Bildung eines Monophosphor- 
sdureesters fiihrt, d. h., es kam das Phosphoroxychlorid stets 
auf einen Uberschu8 von Zucker zur Anwendung. Wie er- 
wahnt, ist die Anwesenheit saiurebindender Stoffe notwendig. 
Als solche kommen bei Zuckern, die keine freie Carbonylgruppe 
enthalten, Laugen oder Erdalkalien in Betracht. Bei den 
reduzierenden Zuckern empfiehlt sich die Benutzung von Erd- 
alkalicarbonaten bzw. von unldslichen Metalloxyden (Magnesia, 
Aluminumhydroxyd oder Zinkoxyd). Da bei der Reaktion an 
sich freie Salzsiure entsteht, und ein Teil des Phosphoroxy- 

1) Die in der Literatur vorhandene Notiz, daB Glucophosphor- 
siure von Levene in der Natur aufgefunden sei, beruht auf einer 
Tauschung durch den Namen. Die Glucophosphoric acid genannte 
Substanz (Journ. of the Americ. Chem. Soc. 24, 190, 1902) enthielt als 
Kupfersalz 2,41°/, N und 57,67°/, Asche. In einer spiteren Mitteilung 
iiber denselben Gegenstand (Amer. Journ. of Physiol. 8, 11, 1903) teilte 
der Autor mit, daB die Verbindung 1,8°/, N und 50°/, Asche aufweist 
und ihr Kohlenhydrat Pentose (nicht Glucose) sei. Levene gibt 
ferner an, daf es sich um die von Palladin entdeckte und von Schulze 
und Winterstein untersuchte Substanz handle; letztere ist aber als 
Inositphosphorséiure von Neuberg (diese Zeitschr. 5, 443, 1907; 
9, 557, 1908; 16, 406, 1909) sowie von Winterstein (Zeitschr. f. 
physiol. Chem. 58, 118, 1908) erkannt, hat also nichts mit Glucose 
zu tun. 
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chlorids sich mit Wasser zu Phosphorséiure und Chlorwasser- 
stoff umsetzt, so ist auf die leichte Entfernbarkeit dieser 
Nebenprodukte Riicksicht zu nehmen. In praxi hat sich die 
Verwendung von Atzkalk bzw. Calciumcarbonat am meisten 
bewahrt. Hierbei wird auftretende anorganische Phosphorsaure 
in unldsliches Calciumphosphat verwandelt. Die Salzsaure 
gibt Calciumchlorid, das durch seine Léslichkeit in Alkohol von 
dem darin unléslichen Kalksalz der Kohlenhydratphosphorsaure 
getrennt werden kann. Die Umsetzung') vollzieht sich dann 
z. B. fiir Glucose im Sinne der Gleichung: 
2 C,H,,0, -- 2 POCI, +- 5 CaCO, = 5 CO, + 3 CaCl, +- H,O 
-+-2C,H,,0,.0.P0,Ca, 
und fiir Rohrzucker: 
2C,,H,,0,, + 2 POCI, + 5 CaO = 3 CaCl, -+- H,O 
+ 2C,,H,,0,,.0.P0,Ca. 
Damit ist eine sehr einfache und im Prinzip vielseitiger An- 
wendung fahige Synthese von Kohlenhydratphosphor- 
siuren gegeben. Auch in andere Polyhydroxylkérper, wie 
Glycerin, Inosit usw., la8t sich nach diesem Verfahren Phosphor- 
siure einfiihren, ebenso in Oxyséuren. Inzwischen ist Fructose- 
und Galaktosephosphorsiure von Herrn cand. phil. Kretschmer 
dargestellt worden. 

Vor Jahren hat E. Baumann?) gezeigt, daB man Ather- 
schwefelséuren durch Einwirkung von Kaliumpyrosulfat auf 
Alkaliphenolate darstellen kann. Es lag nahe, die Gewinnung 
von Phosphorsaureestern nicht reduzierender Kohlenhydrate auf 
aéhnlichem Wege mit Hilfe der Alkalipyrophosphate zu _ver- 

1) Die Phosphorylierung des Rohrzuckers geht so leicht vor 
sich, daB sie als Vorlesungsex periment gezeigt werden kann. Man list 
3,6g Rohrzucker in 30ccm Wasser, setzt 8 com Natronlauge von 33°), hinzu 
und schiittelt unter Zugabe einiger Eisstiickchen mit einer Mischung von 
1 cem (== 1,69 g) Phosphoroxychlorid +- 5 ccm Chloroform, die man all- 
mihlich hinzufiigt. Wenn man nach einigen Minuten die von der Chloro- 
formschicht abgehobene alkalische Fliissigkeit mit Essigsiure abstumpft, 
und mit iiberschiissiger Magnesiamixtur ausfallt, so kann man im Filtrat 
nach Soda-Salpeterschmelze oder nach dem Einkochen mit starker Sal- 
petersiure wiederum Phosphorsaure, die in organischer Bindung vorhanden 
war, nachweisen. Durch einen blinden Versuch, Schiitteln von Phosphor- 
oxychlorid allein mit Lauge oder Atzkalklésung, kann man zeigen, daB 
nur gewohnliche Phosphate, aber keine, etwa von Magnesiamixtur nicht 


fillbaren Polyphosphorsauren entstehen. 
*) E. Baumann, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 9, 1716, 1876. 
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suchen. Allein das Kaliumpyrophosphat besitzt nicht eine 
solche Reaktionsfahigkeit. Es liefert vielmehr bei der Um- 
setzung mit Saccharaten einfach die Salze der gewdéhnlichen 
Phosphorsaure. 

Dagegen gelingt es leicht, Kohlenhydratschwefelsaure- 
ester durch Einwirkung von Kaliumpyrosulfat auf 
alkalische Zuckerlésungen darzustellen. Die Methode ist 
selbstverstandlich nur bei Zuckern anwendbar, deren reaktions- 
fiihige Aldehyd- oder Ketogruppe verstopft ist. Bei Aldosen 
gelingt die Einfihrung von Schwefelsiuren analog der Dar- 
stellung von Glucosephosphorséure durch LEinwirkung von 
Sulfurylchlorid oder Chlorsulfonséure bei Gegenwart von kohlen- 
saurem Barium oder Calcium. Diese Bildung von Kohlenhydrat- 
schwefelsiureestern wurde konstatiert, aber bisher nicht weiter 
verfolgt. 

Schwefelsiureester der Glucose sind schon auf anderem Wege er- 
halten. So soll nach alten Angaben von Péligot!) eine Tetraglucose- 
monosulfosiure der Formel (CgH,.0,)48O, beim Lésen von Trauben- 
zucker in kalter konzentrierter Schwefelsiure entstehen, beim Ver- 
diinnen mit Wasser jedoch zum Teil wieder zerfallen. Nach Honig 
und Schubert?) liegt hier iiberhaupt kein einheitliches Produkt vor, 
sondern es handelt sich um Kondensationsprodukte (Reversionsprodukte), 
die unter der wasserabspaltenden Wirkung der Schwefelsiure entstanden 
sind. Glucosetetrasulfosiure der Formel C,H,O,(HSO;), soll nach 
Claésson’) als Chlorid beim Stehen einer Lésung von Traubenzucker 
in Chlorsulfonsiure sich bilden. Die aus dem Chlorid erhaltene freie 
Saure ist sehr unbestindig, und selbst ihr Bariumsalz schwirzt sich bei 
kurzem Aufbewahren. Bei partieller Hydrolyse soll sie in Glucosetri- 
sulfosiure iibergehen, die bestandiger zu sein scheint. 

Es ist klar, daB diese Methoden auf empfindliche Zucker 
oder Disaccharide nicht anwendbar sind. Die Isolierung der 
Kohlenhydratschwefelséureester aus dem Reaktionsgemisch von 
Zucker, Kaliumpyrosulfat und Lauge griindet man zweck- 
maBig auf die Fallbarkeit durch Bleiessig und Ammoniak. Zu 
diesem Zwecke ist die Lésung zunachst zu neutralisieren, durch 
Bariumsalz von anorganischen Sulfaten zu befreien und dann 
mit Bleisubacetat und Ammoniak auszufillen. Der Nieder- 
schlag, der das basische Bleisalz der Kohlenhydratschwefelsaure 


1) Annal. de Chim. et de Phys. II, 67, 108: 
2) Wiener Monatsh. 7, 474. 
3) Journ. f. prakt. Chem. II, 20, 1. 
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enthalt, schlieSt auch Bleiverbindungen des unveranderten 
Zuckers ein. Er wird mit Schwefelwasserstoff bei Gegenwart 
von Calcium- oder Bariumcarbonat zersetzt; aus dem ein- 
geengten Filtrat vom Schwefelblei und unveranderten Erd- 
alkalicarbonaten fillt Alkohol das Barium- bzw. Calciumsalz 
der Kohlenhydratschwefelsiure, das durch mehrmaliges Lésen 
in Wasser und erneute Fallung mit Alkohol von anhaftendem 
Zucker getrennt und rein erhalten wird. Bei der Saccharose 
verlauft die Reaktion nach dem Schema 

C,,H,,0,, +- K,S,0, -+- KOH = H,O + K,S0, 

-++- C,,H,,0,,.0.80,K. 

Die schlieBlich erhaltenen Barium- und Calciumsalze sind Halb- 
saccharate der wahrscheinlichen Formel: 

Cy oH 19-0.805 Cy oH9019-0.80, 
ar |_ca_! 

Eine solche Zusammensetzung, d. h. Salzbildung gleichzeitig an 
einem alkoholischen Hydroxyl und an der eigentlichen sauren Gruppe, 
ist vielfach beobachtet, beispielsweise bei den komplexen Salzen der 
Weinsaure, bei der Chondroitinschwefelsaure!), beim Isoserin?), 
bei der a-Oxy-f-aminobuttersaéure’) bei den a- und #-2-Amino- 
glucoheptonsiauren‘*), bei der Cysteinsaiure®) u. a. 

Die Leichtigkeit, mit der Schwefelsaure in Form von 
Pyrosulfaten Kohlenhydratschwefelsadureester bildet, 
ist sehr bemerkenswert. 

Der Eintritt von Phosphorsiure bzw. Schwefelsdure ins 
Molekiihl der Kohlenhydrate hat eine auffallende Anderung des 
biologischen Charakters dieser Verbindungen zur Folge. So ist 
beispielsweise bei der Saccharosephosphorsaure wie bei der 
Glucosephosphorsaure die Girfahigkeit verschwunden. 
Erst nach vorangegangener Abspaltung der Phosphorsiure durch 
chemische Mittel sind diese Verbindungen durch Hefe angreif- 
bar. Obgleich die Phosphorsiure, wie vorher erwahnt, als 
Koenzym der Zymase fungiert, ist der fertige Phosphorsdure- 


1) O. Schmiedeberg, Arch. f. experim. Pathol. 28, 355, 1891. 
2) E. Fischer und H. Leuchs, Ber. d. Deutsch. chem. Ges, 35, 
3787, 1902. 
8) C. Neuberg, diese Zeitschr. 1, 282, 1906. 
+) C. Neuberg und H. Wolff, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 35, 
4012, 1902 und 36, 618, 1903. 
5) E. Friedmann, Beitrage z. chem. Physiol. u. Pathol. 3, 1, 1903. 
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ester an sich girungsunfahig. Das steht im Einklange mit den Be- 
funden von Harden und Young’), die eine Hexosephosphorsaure- 
verbindung gerade am Ende der Zymaseeinwirkung nachwiesen. 
Andrerseits ist natirlich zu bedenken, daB die intermediir am 
Garungsvorgang beteiligte Phosphorsiure mit anderen Hydroxyl- 
gruppen voriibergehend verestert sein kann. 

Die Saccharoseschwefelsaéure zeigt ein etwas anderes 
Verhalten gegen Hefe. Sie entwickelt langsam Kohlensiure, 
aber noch vor Ablauf der Garung ist ein, wenn auch schwaches 
Reduktionsvermégen, aber noch keine anorganische H,SO, vor- 
handen, was auf eine Invertasespaltung schlieBen labt. Neben- 
her ist dfter eine Beteiligung auch des Schwefelsaéurerestes am 
Stoffwechsel der Hefe zu beobachten. Das Gargut riecht dann 
deutlich nach Schwefelwasserstoff; es scheint dabei auch Thio- 
sulfat zu entstehen. 


Experimenteller Teil. 
Saccharosephosphorsiure. 


Unsere friihere Beschreibung des Robrzuckerphosphorsaure- 
esters kénnen wir durch folgende Angaben erganzen. 

Die Lésung des Calciumsaccharophosphates ist optisch 
aktiv, und zwar betragt die spezifische Drehung: 

[«}pe6 -+- 42,91°. 
(lL—2; «—-+-7,98°; Gewicht von 0,9299 g Substanz in 10,0 ccm 
Flissigkeit 10,4405 g.) 

Versetzt man die Lésung von 0,4650 g Substanz in 5 ccm 
Wasser mit der zur Bindung des Calciums notwendigen 
Menge 2-n-Salzsiure und fiillt mit Wasser auf 10 ccm auf, so 
beobachtet man eine Anfangsdrehung im 2-Dezimeterrohre von 
+. 3,74°; nach 20 Stunden ist dieselbe auf -+ 3,57° gesunken. 
Gleichzeitig hat die Fliissigkeit Reduktionsvermégen gegen 
Fehlingsche Mischung erlangt. Daraus folgt, daB sich die freie 
Saccharosephosphorsaure zersetzt, wobei gleichzeitig eine Hydro- 
lyse des Rohrzuckerrestes eintritt. Zu demselben Resultat fiihrt 
der Versuch, durch Ausfallung des Calciums mit der aquivalenten 
Menge Oxalséiure in der Kialte die freie Saure darzustellen. 


1) le. 
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Beim Eindampfen im Vakuum hinterbleibt hierbei ein zahfliissiger 
saurer Sirup, der durch absoluten Alkohol und Eisessig flockig 
gefallt wird. Allein auch diese Substanz ist nicht rein, 
denn sie reduziert deutlich Fehlingsche Lésung. Dem- 
nach mu8 die freie Saccharosephosphorsdéure als zersetzlich 
gelten. 

Wie schon friiher angegeben, hebt der Eintritt der Phosphor- 
siiure in das Molekiil des Rohrzuckers die Garfahigkeit vollig auf. 
DaB nicht etwa der Calciumgehalt des saccharosephosphorsauren 
Kalkes die Einwirkung der Hefe verhindert, ergibt sich ohne 
weiteres aus der Tatsache, da8 nach Zusatz von ein wenig 
Rohrzucker dieser glatt vergirt. Wird der Phosphorsaureester vor- 
her mit Salzsaéure gespalten und die Lésung mit Soda neutrali- 
siert, so tritt nunmehr Garung ein. 

Nimmt man die Hydrolyse des Calciumsaccharophosphates 
statt mit Saéuren mit Alkalien bei 100° oder mit Wasser 
unter Druck bei 160° vor, so wird Phosphorsaure abgespalten 
und unzersetzter Rohrzucker zuriickgebildet. 

0,2096 g saccharosephosphorsaures Calcium wurden mit 
8 ccm gesittigtem, alkalifreiem Barytwasser im zugeschmolzenen 
Rohr 6 Stunden lang im siedenden Wasserbade erhitzt. Der 
Rohreninhalt war vdllig farblos und enthielt einen dichten 
Niederschlag von Barium- bzw. Calciumphosphat. Derselbe wurde 
abfiltriert und iiber die Molybdanfillung in pyrophosphorsaure 
Magnesia verwandelt. Gewogen wurden 0,0439 g Mg, P,0, = 98,3°/, 
der Theorie. 

0,2131 g der Substanz wurden mit 10 ccm Wasser im 
SchieBrohr 17 Stunden auf 160° erhitzt. In der klaren Losung 
schwammen gallertige Flocken von Calciumphosphat. Zur quan- 
titativen Bestimmung wurde der gesamte Réohreninhalt mit 
Barytwasser gefallt und die Niederschlige der Phosphate ab- 
filtriert. Die iibliche Bestimmung lieferte 0,0267 g Mg,P,0, 
== 55,8°/, der Theorie. 

In beiden Fallen wurde das Filtrat der Bariumnieder- 
schliage mit Schwefelséure vom Baryt befreit, mit Soda gerade 
alkalisch gemacht und dann mit Milchséure schwach angesauert. 
Es bestand kein Reduktionsvermégen, aber mit Hefe 
trat prompt Gairung ein, wodurch das Vorliegen von Rohr- 
zucker erwiesen ist. 
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Glucosephosphorsaure. 


Nach der im allgemeinen Teil angestellten Uberlegung 
muBte zur Phosphorylierung der Glucose, das fiir die Saccharose 
angewandte Verfahren insofern geindert werden, als die Um- 
setzung wegen der leicht angreifbaren Aldehydgruppe nur bei 
neutraler Reaktion verlaufen darf. An Stelle des Atzkalks 
trat Calciumcarbonat. 

In einer Lésung von 180g reinem Traubenzucker in 3 bis 
41 Wasser wurden 500 g gefalltes Calciumcarbonat fein verteilt. 
Dieser gut in einer Kaltemischung gekiihlten Suspension wurden 
allmahlich unter standigem Schiitteln auf der Maschine (Flasche 
mit Bunsenventil!) kleine Mengen mit Chloroform gemischten 
Phosphoroxychlorids hinzugefiigt. Es traten im ganzen 154 g 
Phosphoroxychlorid, gelést in etwa 500 cem Chloroform, in 
Reaktion. Ein Zeichen, daB das in der Mischung befindliche 
Phosphoroxychlorid verbraucht war, ergab sich in dem Auf- 
héren der Kohlenséureentwickling. Es ist wegen der Empfind- 
lichkeit der Glucosephosphorsaure fiir dauernd neutrale Reaktion 
Sorge zu tragen; die Mischung darf zu keiner Zeit Kongopapier 
blauen. Das Schiitteln nahm jedesmal 8 bis 10 Stunden in 
Anspruch, weil sich das in Chloroform geléste Oxychlorid mit 
wisseriger Calciumcarbonatsuspension wesentlich langsamer um- 
setzt als mit Atzkalklésung. In Fillen, in denen die Fliissig- 
keit sofort nach Beendigung des Schiittelns auf das Filter 
gebracht worden war, bestand am andern Morgen saure Re- 
aktion, da sich in dem durchs Filter gegangenen Chloroform 
noch unzersetztes Phosphoroxychlorid befunden hatte. Des- 
wegen darf die Mischung erst nach 12stiindigem Stehen iiber 
dem Calciumcarbonatschlamm filtriert werden. Der Riickstand, 
der sich aus iibrig gebliebenem Calciumcarbonat und Calcium- 
phosphat zusammensetzt, mu8 mehrfach sorgfaltig mit kaltem 
Wasser ausgewaschen werden. Das Filtrat wurde im Vakuum 
zwischen 35° und 40° eingeengt; hierbei schieden sich noch 
Calciumcarbonat und stets auch Phosphat ab. Die gesamte 
Flissigkeitsmenge wurde auf ungefihr 1 1 gebracht, klar filtriert 
und in die 4fache Menge Alkohol eingetropft, wobei das Calcium- 
salz des Glucosephosphorsaureesters ausfiel. Die Lésung des 
glucosephosphorsauren Calciums und des Calciumchlorids weiter 
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einzuengen, war nicht angiangig, weil sich in stirkerer Kon- 
zentration beim KEintropfen in Alkohol gréBere Mengen des 
Calciumchlorids mit ausschieden und der ausfallenden Substanz 
eine schmierige bis dlige Konsistenz gaben. Um das Calcium- 
glucophosphat von mitgerissenem Calciumchlorid zu reinigen, 
wurde der Niederschlag auf einer Nutsche abgesaugt, im Vakuum- 
exsiccator tiber Schwefelsiure von Alkohol befreit, in Wasser 
gelést und wiederum mit Alkohol gefillt. Dieses Verfahren 
mu8 4 bis 5mal bis zum Verschwinden der Chlorreaktion wieder- 
holt werden. Die Analysen der so gereinigten Substanz ergaben 
folgende Werte: 
0,3559 g Substanz gaben 0,2792 g CO,, 0,1315 g H,O; 


0,2125,, —,, »  0,1660,, ,, 0,0840,, ,, ; 
0,2469 ,, - »  0,0950,, Asche; 
0,3246 ,, - a 0,0537 ,, CaO, 0,1090 Mg,P,0,; 
0,4153,, —,, » 0,0692,, ,, 01399 ,,. 
far OHO, PCs + 2H,0 Gefunden 
Ca,P,0, — 38,02°/, 38,47°/, 
Ca — 11,979), 11,83°/,, 11,92°/, 
P— 9,28°/, 9,35°/,, 9,41°/, 
C = 21,55°/, 21,40°/,, 21,31°/, 
= 4,49°/, 4,13°/,, 4,42°/,. 


Eine direkte Wasserbestimmung war unmédglich, da das 
H,O erst bei Temperaturen entweicht, wo die Substanz bereits 
unter Braunung Phosphorsaure abspaltet. 

Die Ausbeuten an Kalksalz der Glucosephosphorsaure sind 
geringer als bei der Rohrzuckerverbindung. Es liegt dies daran, daB 
die Phosphorylierung bei Gegenwart von Calciumcarbonat an sich 
schlechter verliuft als bei Anwesenheit von Atzkalk. Hinzu 
kommt, da8 beim Einengen selbst bei 40° aus der gepaarten 
Glucophosphorsaure dauernd Calciumphosphat wieder abgespalten 
wird, und schlieBlich halt die groBe Menge des entstandenen 
Chlorcalciums bei der Fallung mit Alkohol einen Teil des 
Calciumglucophosphates in Lésung. 

Eine Vereinfachung der Darstellung durch Versuche, aus 
dem Filtrat die Hauptmenge des Chlors mit Bleiacetat und 
dann den Traubenzuckerphosphorséureester mit Bleiessig und 
Ammoniak niederzuschlagen, scheitert an dem Umstande, da8 
dem ausgefallenen Chlorblei betrachtliche Mengen Glucophosphat 
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beigemischt sind, und anderseits daran, da8 Chlor noch in Lésung 
bleibt. 

Das Kalksalz des Glucosephosphorsaureesters ist ein weiBes, 
luftbestindiges Pulver, das in Wasser ldéslich ist. Die Lésung 
des reinen Salzes gibt weder mit Bleizucker noch mit Bleiessig 
einen Niederschlag, wohl aber mit Bleiessig und Ammoniak. 

An welcher Stelle die Phosphorsaiure in das Traubenzucker- 
molekiil eingetreten ist, l4Bt sich vorliufig so wenig wie bei 
der Saccharoseverbindung angeben; nur der Glucosidtypus laBt 
sich ausschlieBen, da die Verbindung glatt Fehlingsche Lésung 
reduziert. 

Ebenso wie die Saccharosephosphorsaure gibt die Glucose- 
phosphorséure mit Magnesiamixtur und mit Ammoniummolybdat 
keine Reaktion, sondern es ist nétig, durch vorangehendes 
Kochen mit Mineralsiuren die Substanz zu spalten. Die Zer- 
legung tritt bei der Glucosephosphorsiure leichter ein. Wahrend 
saccharophosphorsaurer Kalk gegen siedendes Wasser bestandig 
ist und erst bei 160° unter Druck etwa zur Hilfte verseift 
wird, geniigte es bei dem Calciumglucophosphat, mit Wasser 
im EinschluBrohr 4 Stunden lang im Dampfbade (auf 100°) 
zu erhitzen, um 87°/, der Verbindung zu spalten. 

Es wurden 0,2154 g Substanz in 10 com Wasser gelést und der 
beschriebenen Behandlung im SchieBrohre unterworfen. Alsdann 
wurde die Fliissigkeit mit Barytwasser versetzt und sofort filtriert. 
Aus der Lésung des Riickstandes in verdiinnter Salpetersdiure 
wurde die Phosphorséure mit Ammoniummolybdat gefallt und in 
bekannter Weise in Magnesiumpyrophosphat iibergefiihrt. 

Gewogen wurden 0,0597 g Mg,P,0,; da 0,2154 g des Salzes 
0,0684 g Mg,P,0, geben kénnten, sind also 87,4°/, der in organi- 
scher Bindung vorhandenen Phosphorsaéure abgespalten worden. 

Das Filtrat der im EinschluBrohre erhitzten Lésung des Glu- 
cosephosphorsaureesters wurde in der Kalte mit Schwefelsaure vom 
Baryt befreit, die Sure mit Soda neutralisiert und alsdann wieder 
mit einem Tropfen Milchséure angeséuert, um eine Garungs- 
probe vornehmen zu kénnen. Gleichzeitig wurde etwa 0,1 g 
des Esters mit Hefe, ein Réhrchen mit Wasser und Hefe zur 
Kontrolle und ein zweites mit Traubenzucker und Hefe an- 
gesetzt. Die Kontrollproben verliefen einwandsfrei; der unver- 
seifte Ester gor nicht, wahrend der gespaltene Kohlen- 
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saure lieferte. Es ergibt sich also einmal, da® bei der Ver- 
seifung von Calciumglucophosphat durch siedendes Wasser 
Traubenzucker zuriickgebildet wird, und dann auch hier die Tat- 
sache, da8 die Einfiihrung von Phosphorsiéure in den Trauben- 
zucker die Garfahigkeit aufhebt. DaB nicht etwa die Anwesen- 
heit von Calcium die Hefe in ihrer Wirkung behindert, ergibt 
sich aus der Versuchsanordnung, die bei den Garungsproben 
des Saccharosephosphorsaureesters getroffen wurde. 


Saccharoseschwefelsiure. 

90,0 g Rohrzucker wurden zusammen mit 80 g Stangenkali 
und 200 ccm Wasser gelést und auf dem Wasserbade auf eine 
Temperatur von 60 bis 70° gebracht. In diese Lésung wurden 
nach und nach in kleineren Portionen 64 g feingepulvertes Kalium- 
pyrosulfat gebracht. Das Eintragen dauert 8 Stunden, und vor 
jedem neuen Zusatz ist durch reichliches Schiitteln fiir még- 
lichste Lésung Sorge zu tragen. Man iiberla8t zum SchluB die 
Lésung 12 Stunden sich selbst, neutralisiert sie genau mit Essig- 
siure und fallt mit einer konzentrierten Lésung von Barium- 
acetat alle anorganische Schwefelséure aus. (Man kann auch 
zuerst mit Barytwasser ausfallen und dann das alkalische Fil- 
trat mit Essigsiure neutralisieren.) Der massige Bariumsulfat- 
niederschlag muB8 sehr gut ausgewaschen und die infolgedessen 
stark verdiinnte Fliissigkeit zunichst im Vakuum eingeengt 
werden. Bleiessig erzeugt nunmehr auf Zusatz von Ammoniak 
eine reichliche Fallung, die abfiltriert und bis zur neutralen 
Reaktion ausgewaschen wird. Der Bleiniederschlag wird dann 
mit Wasser angerieben und mit Schwefelwasserstoff bei Gegen- 
wart von Bariumcarbonat vollstindig zerlegt. Die filtrierte 
Lésung wurde im Vakuum eingeengt, klar filtriert und in Alkohol 
eingetropft. Der entstandene weiBe, flockige Niederschlag wurde 
zur Entfernung anhaftenden Rohrzuckers, der ja auch durch 
Bleiessig und Ammoniak gefallt wird, mehrfach in Wasser ge- 
lést und wieder mit Alkohol niedergeschlagen. Das erhaltene 
Bariumsaccharosulfat stellt ein durchaus luftbestandiges 
weiBes Pulver dar, das leicht in Wasser léslich ist. Die wiasse- 
rige Lésung gibt allein mit Bleiessig und Ammoniak eine Fil- 
lung. Die Substanz reduziert Fehlingsche Mischung nicht, wohl 
aber nach vorherigem Kochen mit Mineralsauren. 
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0,1365 g Substanz gaben 0,0573 g Asche; 


0,3417 g ia »  0,3207 g CO,, 0,1137 g H,O; 
0,2611 g ss » 09,2461 g CO,, 0,0879 g H,O; 
0,1756 g ial » nachd. AufschlieB. 0,0728 g BaSO, (Ba- 
Bestimm.) u. 0,0727 g BaSO, (S-Bestimm.). 
Cn 0080,! Gefunden: 
~Ba—-- 
BaSO, = 41,83°/, 41,97°/, 
Ba = 24,55°/, 24,40°/, 
S== 5,73°/, 5,69°/, 
C = 25,85°/, 25,59°/,; 25,71°/, 
H= 3,59°/, 3,72°/,;  3,76°/,. 


Das Salz wird, wie zuvor auseinandergesetzt, wohl am besten 
als Halbsaccharat aufgefaBt. 

Die Ausbeute betrug etwa 15 g. 

In der Saccharoseschwefelsiure haftet die Schwefelsdure sehr 
fest. Zu ihrem Nachweise ist Schmelzen mit Soda und Salpeter 
erforderlich oder mehrmaliges Eindampfen mit K6nigswasser 
bis fast zur Trockne. Hydrolyse tritt auch beim Kochen mit 
Salzsiure allein ein, doch scheiden sich hierbei Huminstoffe aus, 
und zwar in dunklen Flocken, welche die Erkennung des aus- 
gefallenen Bariumsulfats erschweren. Auf Zusatz von Salpeter- 
siure bleibt die Lésung dagegen farblos. 

Das Bariumsaccharosulfat dreht die Ebene des polarisierten 
Lichtes nach rechts. 

[a] p 20 = -+- 26,09°. 

(a= + 2,31°; 12; in 10,2117 g Lésung waren 0,4426 g 
Substanz.) 

Auf Zugabe von so viel kalter Salzséure zu der Barium- 
verbindung, daB gerade die freie Saiure entsteht, erhalt man 
eine Fliissigkeit, die bald Fe hlingsche Lésung reduziert. Daraus 
ist zu entnehmen, daB die freie Saccharoseschwefelsdéure zer- 
setzlich ist. 

Ganz entsprechend der beschriebenen Darstellung des Ba- 
riumsalzes erhalt man das Calciumsaccharosulfat, wenn man 
die Zerlegung der rohen Bleiverbindung der Rohrzuckerschwefel- 
siure in Gegenwart von kohlensaurem Calcium (statt von BaCO,) 
vor sich gehen laBt. Das Kalksalz bildet ebenfalls ein luft- 


bestiandiges weiBes Pulver und zeigt sehr ahnliche Eigenschaften. 
Biochemische Zeitschrift Band 26. 35 
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0,1881 g Substanz gaben 0,2130 g CO,, 0,0725 g H,O; 


0,1616 g ‘i »  0,1821 g CO,, 0,0669 g H,O; 
0,1560 g a » 0,0472g Asche; 
0,3903 g i »  0,0464 g CaO, 0,1957 g BaSO,; 
0,2176 g - ws 0,1089 g BaSO,. 
Berechnet fiir 
C,H9,01)0805: Gefunden: 
= Ca en | 
CaSO, = 29,56°/, 30,05°/, 
Ca= 8,69°/, 8,50°/, 
= 6,95°/, 6,88°/,; 6,87°/, 
C = 31,31, 30,88°/,; 30,73°/, 
H= 4,35°/, 4,22°/,; 4,59°/,. 


Die Lésungen von saccharoseschwefelsauren Salzen geben 
die Farbenreaktionen des Rohrzuckers. 

Das Calciumsalz diente zu Versuchen iiber die Garbar- 
keit der Saccharoseschwefelsaure, Eine Lésung von 0,3g 
des Salzes in 10 com Wasser entwickelt innerhalb 24 Stunden mit 
Hefe deutlich Kohlensaure; allein die Menge des Kohlendioxyds 
ist sichtlich geringer als die in einer Kontrollprobe mit 0,1 g Rohr- 
zucker. Eine vorher mit Salzséure invertierte und neutralisierte 
Lésung des Calciumsaccharosulfats zeigt starke Garung. 

Bemerkenswert sind die Eigenschaften, die das Gargut dieses 
durch Hefe nur zum Teil angegriffenen saccharoseschwefelsauren 
Calciums aufweist. 

1. Die mit kolloidalem Ferrihydroxyd von Hefenpartikeln be- 
freite’) Fliissigkeit reduziert schwach Fehlingsche Mischung; 
Schwefelsiure ist nicht abgespalten, ein groBer Teil des Salzes ist 
noch unzerlegt und unvergoren (starke Zunahme des Reduktions- 
vermégens nach dem Kochen mit Mineralsiuren, positiver Ausfall 
der Reaktionen von Molisch und von Seliwanoff sowie allmah- 
liche Abspaltung von H,SO,). 2. Es tritt manchmal unverkennbar 
der Geruch nach Sch wefelwasserstoff auf; séuert man die klare 
Lésung mit verdiinnter Salzsiure an, so bleibt sie durchsichtig, 
beim Kochen erfolgt jedoch nach kurzer Zeit eine allmahlich starker 
werdende Abscheidung von kolloidalem Schwefel; man wird 
am ehesten an Thiosulfat als dessen Muttersubstanz zu denken 
haben. Beim Kochen mit alkalischer Bleilésung stellt sich 
Schwarzung ein, das Schwefelblei haftet an dem gleichzeitig 
entstehenden farblosen Niederschlag von Phosphaten und Gips. 

1) C. Neuberg, diese Zeitschr. 24, 424 und 431, 1910. 














Uber die Phosphorylierung von Eiwei8 und die Bindung 
des Phosphors in den natiirlichen Phosphorproteinen. 
Von 
C, Neuberg und H. Pollak. 

(Aus der chemischen Abteilung des Tierphysiologischen Instituts der 
Kgl. landwirtschaftlichen Hochschule, Berlin.) 

Die Verbindungen von Kohlenhydraten mit Phosphorsiure 
sind unzweifelhaft als Ester aufzufassen.*) Dagegen liegen iiber die 
Form der Verkniipfung des Phosphors in den Phosphor- 
proteinen bisher keine entscheidenden Angaben vor. Sicher 
ist, daB der Phosphor in diesen Verbindungen als ein Derivat 
der Phosphorsiure enthalten ist, denn die Totalhydrolyse durch 
Sauren oder Alkalien liefert gewéhnliche H,PO,, und zu dem 
gleichen Ergebnis fiihrt die Einwirkung von Verdauungsenzymen.”) 
Daes sich jedoch unzweifelhaft nicht um phosphorsaure Salze, um 
EiweiBphosphate, handelt, kommen vornehmlich zwei Méglich- 
keiten in Betracht. 

1. Entweder ist die Phosphorsaiure esterartig mit 
Hydroxylgruppen bestimmter EiweiBbausteine ver- 
kniipft. Solche hydroxylierten Aminosauren liegen im Tyrosin, 
dann in den eigentlichen Oxyaminosauren, wie Serin, 
Oxypyrrolidincarbonséure und Diaminotrioxydodecan- 
saure, vor. 

Oder 2. die Phosphorsdure tritt mit Amino- bzw. 
Iminogruppen des EiweiSes zu siureamidahnlichen Ver- 
bindungen, zu Substitutionsprodukten der Phosphaminsaure 
NH,,.PO(OH), bzw. des Phosphamids OP(NH,), oder analoger 
Aminophosphorsiéureverbindungen, zusammen. Eine Entscheidung 
zwischen beiden Verkniipfungsméglichkeiten ist, wie bemerkt, 
bisher nicht getroffen. 


1) Siehe C. Neuberg und H. Pollak, diese Zeitschr. 23, 515, 1910 
und 26, 514, 1910. 
2) Siche bei R. H. Aders und W.M. Bayliss, Journ. of Physiol. 33, 


439, 1906. 
35* 
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Die Tatsache, daB die fiir die Ernahrung des jugendlichen 
Organismus wichtigsten Nahrstoffe phosphorhaltig sind, wie das 
Casein der Milch, das Vitellin des Eidotters und die Phyto- 
globuline in den Reservestoffen der Pflanzensamen, zeigt ohne 
weiteres die hohe Bedeutung der Phosphoreiwei8verbindungen ; 
sind sie es doch, die zur ersten Bildung des Knochengeriistes, 
der Nucleinsiuren, der phosphorhaltigen Zellglobuline und der 
Phosphatide beitragen. 

Sowohl hinsichtlich der Auffassung der natiirlichen Phos- 
phorproteine wie in mancher anderen Hinsicht bietet eine 
kiinstliche Verkniipfung von Phosphorséure mit Aminosauren 
bzw. mit EiweiBstoffen ein Interesse. 

Es gestaltet sich jedoch die Einfiihrung von anorganischen 
Saureresten, speziell von Phosphorsaure, hier schwieriger als bei 
den Zuckern. 

Behandelt man unter Eiskiihlung die Lésungen einfacher 
Aminoséuren, z. B. von Glykokoll, Alanin, Leucin, Tyrosin, 
Asparaginséure, Serin, Diaminopropionsaure, mit Phosphoroxy- 
chlorid (in Chloroformlésung) bei Gegenwart von Laugen, Erd- 
alkalien oder besser Erdalkalicarbonaten, so laB8t sich auch hier 
mit Leichtigkeit die Entstehung einer organischen Phosphorsiure- 
verbindung dartun. Denn entfernt man die anorganischen 
Phosphate mit Magnesiamixtur, so findet sich in der Lésung noch 
Phosphor, der erst nach der Veraschung nachweisbar wird. 
Allein die Isolierung der Aminosduren-Phosphorsaéureverbindungen 
in vollig reinem Zustande ist bisher nicht gelungen. Unter den 
Bedingungen, die eine Abscheidung der anorganischen Phosphor- 
siure ermdglichen, z. B. Ausfaillung mit Barytsalzen, wird auch 
aus der gepaarten Verbindung Phosphorsadure zum Teil wieder 
abgespalten, und die vdéllige Trennung von unveranderter 
Aminosaéure und phosphoryliertem Produkt ist gleichfalls bis- 
lang nicht méglich gewesen. Dieses Verhalten, insbesondere 
die lockere Verbindung der Phosphorsdure, erinnert weit- 
gehend an die entsprechenden Eigenschaften der durch Ferment- 
hydrolyse aus den natiirlichen Phosphorproteinen erhaltenen 
phosphorhaltigen Proteosen. Die phosphorhaltigen 
Caseinalbumosen, deren bestbekannter Vertreter die Para- 
nucleinsiure von E. Salkowski') ist, sowie die nahe ver- 

1) Zeitschr. f. physiol. Chem. 27, 297, 1899; 32, 245, 1901. 
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wandten Substanzen von A. Reh?) spalten auch leicht Phosphor- 
siure ab; die Bindung der Phosphorséure scheint noch lockerer 
zu sein, wenn man den Abbau iiber die Albumosenstufe hinaus 
ausdehnt, indem bisher phosphorhaltige niedere Aminosauren- 
verbande*) bei der Hydrolyse nicht isolierbar gewesen sind. 

Dagegen scheint sich mit zunehmender MolekulargréBe, 
z. B. bei den Proteinen selbst, auch die Haftfestigkeit der 
Phosphorséure zu erhédhen. Aus diesem Grunde haben sich die 
erwahnten Schwierigkeiten der Isolierung umgehen lassen, wenn 
man die Reaktion mit phosphorsiurefreien Eiwei®k6érpern, 
z. B. mit Blutglobulin oder Lactalbumin, vornimmt. Dann erhalt 
man ohne weiteres phosphorylierte Produkte, fiir die man einen 
ahnlichen Bau annehmen muB, wie fiir die natiirlichen Phos- 
phorproteine zuvor ausgefiihrt worden ist. 

Allem Anscheine nach ist die Zahl der Amid- bzw. Imidgruppen 
im Eiweif8 gréBer als die der OH-Reste, und da auch hydroxylfreie 
Aminosauren (s. 0.) phosphorylierbar sind, diirfte die Auffassung 
der natiirlichen Posphorproteine als Abkémmlinge einer 
Phosphaminsdure*) den Tatsachen am meisten entsprechen. 

Die Isolierung der kiinstlichen PhosphoreiweiBverbindungen 
wird durch den Umstand erleichtert, da8 man aus mit 
Phosphoroxychlorid unter Kiihlung behandelten EiweiBlésungen 
die Phosphorylierungsprodukte durch Ansauern mit Essigsaure usw. 
zur Abscheidung bringen kann, wobei natiirlich die Alkali- 
phosphate in Lésung bleiben. 

Durch einen besonderen Versuch haben wir uns iiberzeugt, daB 
bei der Ausfallung von EiweiS aus alkalischer Lésung durch Essigsaure 
bei Gegenwart von Alkaliphosphaten keine phosphorhaltigen Nieder- 
schlige, keine Proteinphosphate, entstehen. Auch hiervon abgesehen, 
zeigen die mit Phosphoroxychlorid erhaltenen Verbindungen durchaus 


den Charakter von substituierten Phosphaminsauren, nicht von 
phosphorsauren Salzen. 


Die kiinstlichen PhosphoreiweiBverbindungen ahneln den 
natiirlichen Phosphorproteinen in der Zusammensetzung und 
im Verhalten, auch insofern als sie durch peptisches und tryp- 
tisches Ferment verdaut werden. 


1) Beitrage z. chem. Physiol. u. Pathol. 11, 1, 1901. 

2) Versuche hieriiber sind im Gange. 

3) Eine analoge Konstitution diirfte fiir bestimmte Aminophospha- 
tide in Betracht zu ziehen sein. 
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Experimentelles. 


Wie eingangs erwahnt, hat die Phosphorylierung der Amino- 
siuren bisher nicht zu ganz reinen Substanzen gefiihrt. Deshalb 
sei lediglich die Einfiihrung von Phosphorsiure in native Ei- 
weiBkérper beschrieben. 

Die Einwirkung von Phosphoroxychlorid auf EiereiweiB hat 
vor Jahren bereits Bechhold') studiert. Er hat jedoch ohne 
Kihlung und mit unverdiinntem Halogenphosphor gearbeitet. 
Dabei findet nach des Autors Angaben betrichtliche Erhitzung 
statt, und es kommt zur Spaltung sowie Schwefelwasserstoff- 
entwicklung, d. h. zu partieller Zersetzung des EiereiweiBes. 

Benutzt haben wir: Lactalbumin sowie Blutglobulin, bei 
denen die Reaktion in gleicher Weise verlief. Erfahrungs- 
gemaB haftet den natiirlichen Proteinen hiaufig Calcium- 
phosphat an. Die angewandten EiweiSkérper waren in be- 
kannter Weise derart gereinigt, daB sie nicht mehr als Spuren 
von Phosphor enthielten, insbesondere gaben 4,0 g des Lact- 
albumins nach der Schmelze mit Soda-Salpeter mit Ammonium- 
molybdat in salpetersaurer Liésung nur eine Gelbfarbung, aber 
keine Fallung. 

7,5 g staubfeines Lactalbumin wurden in 100 ccm Wasser 
suspendiert und in kleinen Portionen mit so viel einer Loésung 
von 16,8 g Atzkali in 300 com Wasser versetzt, daB bei heftigem 
Schiitteln, ev. unter gelindem Erwirmen auf 30°, so schnell als 
méglich Lésung eintrat. Zu der in einer Kaéltemischung dann stark 
gekiihlten Fliissigkeit wurde unter stetem Schiitteln allmahlich 
eine Mischung von 16 g Phosphoroxychlorid in 80 ccm Chloro- 
form*) getropft und dabei nach und nach der Rest der genannten 
Lauge sowie weitere 16,8 g Kaliumhydroxyd in 100 ccm Wasser 
hinzugefiigt. Die Prozedur erfordert etwa 4 bis 6Stunden. Dann 
wird das Chloroform im Scheidetrichter abgelassen und aus der 
klar filtrierten Lésung sofort durch Zusatz von Essigsiure bis zur 
gerade deutlichen sauren Reaktion das phosphorylierte Produkt 
gefallt. Die Abscheidung kann durch Eintragen von Kochsalz 


1) Zeitschr. f. physiol. Chem. 34, 122, 1901. 

2) Die Eiwei8 fillende Wirkung des Chloroforms (E. Salkowski, 
Deutsch. med. Wochenschr. 1888, Nr. 16; Zeitschr. f. physiol. Chem. 81, 
329, 1900) kommt in den alkalischen Lésungen nicht zur Geltung. 
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oder von Ammoniumsulfat vervollstandigt werden. Auch kurzes 
Erwarmen auf dem Wasserbade ist empfehlenswert. 

Die in weiBen Flocken ausgefallene Substanz wird ab- 
filtriert, auf dem Filter mit Wasser bis zum Verschwinden der 
Reaktionen auf Phosphorséure und Chlor ausgewaschen und 
dann mit Alkohol und Ather behandelt. Es resultiert ein 
weiBes Pulver, das nach dem Trocknen schwach gelb erscheint. 

Zur Analyse wurde die Substanz bei 105° zur Gewichts- 
konstanz getrocknet. 


Praiparat I. 
0,4796 g Substanz ergaben (nach Kjeldahl) 0,0740g N. 
1,4066 g Substanz ergaben 0,0634g Mg,P,0, (—0,0176¢ P). 


Praparat II. 
0,4971 g Substanz ergaben (nach Kjeldahl): 0,0783 g N, 
0,1803 g - ” (nach Dumas): 24,6 ccm N, bei 18°, 
757 mm (= 0,0283 g N); 


0,1212 g - - 0,2333 g CO,, 0,0774 g H,O; 
1,5115 g 1 ie 0,0694 g Mg,P,0, (—0,0193 g P); 
1,2132 g ” 0,0688 g BaSO, (= 0,00945 g S). 


C= 52,49; H==7 09: N= 16,51; P=1,25; S=0,78°/,; 
N = 15,75; P = 1,28; 
N = 15,69. 

Die Ausbeute betrug 3,7 g. 

Es laBt sich natiirlich nicht ohne weiteres behaupten, dab 
die phosphorylierte Verbindung frei vom Ausgangsmaterial ist. 
Sie veraindert jedoch durch Umfillen aus Kalilauge mit Essig- 
siure ihre Zusammensetzung nicht. Im Gegensatz zum Lact- 
albumin hat das phosphorylierte Produkt wie die natiirlichen 
Nucleoalbumine deutlich saure Eigenschaften. Beachtenswert 
ist, daB die elementare Zusammensetzung des wichtigsten Phos- 
phorproteins, des Caseins (C= 52,96, H=—7,05, N= 15,65, 
P= 0,85, S = 0,76°/,, nach Hammarsten’) sehr dhnlich ist. 

Ausgehend von dem Gedanken, daf Veriinderungen im Aus- 
fall der bekannten EiweiSreaktionen einen Anhalt fiir den 
Ort des Phosphorsidureeintritts abgeben kénnten, haben 
wir das Verhalten des phosphorylierten Lactalbumins nach 
dieser Richtung gepriift. Die Biuret-, Xanthoprotein-, Schwefel- 








1) Zeitschr. f. physiol. Chem. 7, 227, 1883; 9, 273, 1585. 
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bleiprobe, die Reaktionen nach Millon, Liebermann sowie 
Hopkins und Cole traten jedoch durchaus in der gewoéhn- 
lichen Weise ein. 

Die Verdaubarkeit durch tryptisches Ferment ist 
durch die Phosphorylierung nicht aufgehoben. 1,0 g der 
feingepulverten Substanz, die unter Zusatz von 1 Tropfen ver- 
diinnten Ammoniaks und von Chloroform in 15 ccm Wasser 
suspendiert war, wurde bei 38° durch Pankreatin (Rhenania) in 
24 Stunden villig gelést ; nach dieser Zeit ist auch die Abspaltung 
von anorganischer Phosphorsaure schon recht deutlich. Ob es sich 
hierbei einfach um die Wirkung des Trypsins oder einer beson- 
deren Phosphaminase handelt, ist vorliufig unentschieden. 

Anders verléuft die peptische Verdauung. Aus E. Sal- 
kowskis (Il. c.) Arbeiten mit Casein geht hervor, daB je nach dem 
Zeitpunkte. wo man die Einwirkung des Magensaftes unterbricht, 
phosphorhaltige oder phosphorfreie Albumosen entstehen. Ganz 
ebenso verhialt sich das kiinstlich phosphorylierte Lactalbumin. 

Digeriert man 3g des Produktes mit 100 ccm _ kriftiger 
Pepsinsalzsiure, so ist nach 48stiindigem Stehen bei 38° 
fast alles gelést. In dem klar filtrierten Verdauungsgemische ist 
keine anorganische Phosphorsaéure vorhanden. Stumpft 
man die salzsaure Reaktion mit Soda ab, so erhalt man durch 
Ferriammonsulfat bei gelindem Erwarmen einen reichlichen 
Niederschlag der Eisenverbindung einer P-haltigen Albumose, 
die der Paranucleinsiure Salkowskis aus Casein sehr ahnlich ist. 
Auch Uranylacetat erzeugt eine Fallung, die das Salz einer 
organischen Phosphorsiureverbindung ist. 

Dehnt man die Pepsinverdauung auf 4 bis 8 Tage aus, 
so ist abgespaltene Orthophosphorsaure deutlich nachweisbar. 

Durch Erwarmen mit Lauge wird ebenfalls Phosphorsaure 
losgelést. Dagegen gibt die phosphorylierte Substanz an sie- 
dendes Wasser keine Spur H,PO, ab. Dadurch unter- 
scheidet sie sich scharf von den (durch Metaphosphorsaure ent- 
stehenden) EiweiSphosphaten, die nach E. Fuld’) zum charak- 
teristischen Unterschied von Casein beim Kochen mit Wasser 
alle Phosphorsaure verlieren und sie bei kurzdauernder Pepsinver- 
dauung sofort als Orthophosphorsaure abspalten. 


1) Beitrage z. chem. Physiol. u. Pathol. 2, 155, 1902. 
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1. 


Uexkill, Umwelt und Innenwelt der Tiere. 





Die Methode der vergleichenden Forschung besitzt gewiB ihre groBen 
Vorteile, durch die sie der Naturwissenschaft fiir immer unentbebrlich 
bleiben wird. Sie bringt aber, weil sie ihre Arbeit mit der Zerlegung 
der Organismen beginnen muB, die Gefahr mit sich, daB die Anschauung 
des Tieres als eines geschlossenen Ganzen verloren geht. Die neuesten 
Lehrbiicher der Zoologie zeigen, daB man diese Gefahr erkannt hat, denn 
schon kommt die zusammenhingende Darstellung der Anatomie einzelner 
Organismen immer mehr zu ihrem Recht. 

Die Darstellung der physiologischen Zusammenhinge im Lebens- 
getriebe ganzer Organismen ist zuerst von Jennings in seinem ,,Behavior 
of lower Organisms“ mit groBem Erfolg versucht worden. Seine Aus- 
fiihrungen beziehen sich aber im wesentlichen auf die einzelligen Tiere. 
Es fehlte bisher an einem Buch, das die neuesten Erfahrungen 
der Biologie an einer gré8eren Anzahl von Formen zur Dar- 
stellung brachte. 

Die Leistungen des lebenden Organismus in iiberzeugender Weise 
zu einer notwendigen Einheit zusammenzufiigen, bietet viel gréBere 
Schwierigkeiten als die Wiedergabe des anatomischen Gefiiges. Vor 
allem mu8 man zum Verstindnis der Leistung eines Tieres seine Um- 
gebung mit durchforschen, um diejenigen Teile der AuSenwirkungen 
festzustellen, auf welche sich die Bauart des Tieres bezieht und auf 
deren Beeinflussung das Tier antwortet. Nur durch die Kenntnis der 
» Umwelt gewinnen die Leistungen der Tiere Sinn und Bedeutung. 

Die Hauptsache bleibt natiirlich die Erforschung der ,,Innenwelt* 
des Tieres, die im Zentralnervensystem zum lebendigsten Ausdruck ge- 
langt. Hier treffen alle Faden der AuSenwelt zusammen, hier mu die 
Frage: wie findet das Tier auf die Reize der AuBenwelt die richtige 
Antwort? zum Austrag gebracht werden. Der Biologe, dessen Auf- 
gabe darin besteht, die Beziehungen der Einzelleistungen im Tier in 
einen verstandlichen Zusammenhang zu bringen, kann sich nicht damit 
begniigen, seine Tatsachen einfach aufzuzihlen — er mu8 Hypothesen 
iiber ihren Zusammenhang machen, wenn er ein Gesamtbild vom Leben 
des Tieres entwerfen will. 

Diese Hypothesen werden anfangs immer summarisch sein und 
dem Blick des Lesers roh und unbeholfen erscheinen. Aber das ist 
der Weg, den jede Wissenschaft geschritten ist; nur sehr allmahlich fiihrt 
er zu einem feineren und sicheren Verstindnis. 

Die Bilder, die in dem vorliegenden Buche vom Innenleben der 
Tiere entworfen sind, leiden simtlich (mit Ausnahme der beiden ersten) 
an dem Ubelstande, da8 sie den ersten Versuch einer biologischen 














Zusammenfassung darstellen, aber sie tragen das Verdienst in sich, 
die ersten biologischen Bilder tiberhaupt zu sein. 

Eingeleitet wird der farbenreiche Zug durch eine Erérterung der 
allgemeinen Lebenssubstanz und ihrer ,,iibermaschinellen Leistungen. 
Dann folgen in buntem Wechsel Einzellige, Seeanemonen, Medusen, Seeigel 
und Schlangensterne. Sie zeigen bei allem Reichtum auBerer Organe die 
einfachsten Formen der zentralen Netze, welche in sehr einfacher Weise 
eine mehr vermittelnde als beherrschende Stellung einnehmen. 

Als niederste Bilateraltiere werden drei typische Wiirmer vorgefiihrt, 
die neue und sehr interessante Beziehungen der Muskeln zu dem immer 
komplizierter werdenden Nervensystem offenbaren. 

Die Manteltiere zeigen wiederum ein ganz primitives Innenleben, 
wahrend die Schnecken fundamentale Neuerungen in der Behandlung der 
Erregungen durch das Zentralnervensystem aufweisen und daher den 
Namen ,,Bremsmaschinen“ verdienen. 

Die héchsten Typen der wirbellosen Tiere werden: durch ein all- 
gemeines Kapitel eingeleitet, das die prinzipiellen Unterschiede zwischen 
den Gehirnen der héheren und der niederen Tiere in grundlegender 
Weise erértert. 

Die Wirkungsweise dieser héheren Gehirne wird in drei Variationen 
an der Krabbe, der Krake und der Libelle veranschaulicht. ‘ 

Den Abschlu8 bildet ein kurzes Kapitel, in dem allgemeinere Folge- t 
rungen gezogen werden. 
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